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Статья посвящена вопросам получения ценных нутрицевтиков из биомассы микроводорослей. Выделены фито-

антиоксидантные комплексы с высоким содержанием каротиноидов, хлорофиллов и фенольных соединений из био-
массы микроводорослей Chlorella vulgaris, Dunaliella salina и Nannochloris sp. Приведены методики культивирования 
биомассы микроводорослей, экстракции фитоантиоксидантных комплексов каротиноидов, хлорофиллов и фенольных 
соединений.  

Проанализирован фитохимический состав полученных фитоантиоксидантных комплексов, приведены резуль-
таты in silico прогнозирования биологической активности идентифицированных биомолекул и экспериментально полу-
ченные значения антиоксидантной активности с помощью метода DPPH. Содержание каротиноидов в выделенных 
[ФАО]кар варьируется от 24 до 78 мкг/г. Содержание хлорофиллов в выделенных [ФАО]хл – 615–1420 мкг/г. Содержание 
фенольных соединений в полученных [ФАО]фс – 997–1405 мкг/г.  

[ФАО]кар, выделенный из D. Salina, может быть использован в качестве функциональной пищевой добавки, об-
ладающей умеренно высокой антиоксидантной активностью или в составе косметических SPF-средствах и фармацев-
тических субстанций в качестве источника каротиноидов и провитамина А, которые усиливают защитные свойства 
кожи по отношение к УФ-излучению. [ФАО]хл, выделенный из Nannochloris sp, может быть рекомендован к использо-
ванию в качестве пищевого красителя для безалкогольных напитков и сладкоконсервированной продукции, а также в 
качестве компонента в составе кремов, мазей, сывороток, предназначенных для ускорения пролиферации и эпителиза-
ции клеток кожи. [ФАО]фс, выделенный из Ch. vulgaris, рекомендован к использованию в качестве водорастворимой 
функциональной пищевой добавки с высокой антиоксидантной активностью, а также фармсубстанции для производства 
препаратов, обладающих противоопухолевыми, противовоспалительными и кардиозащитными свойствами. 

Ключевые слова: валоризация биомассы фототрофных микроводорослей, фитоантиоксидантные комплексы, ка-
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Введение 
Процесс накопления свободных радикалов в организме человека под воздействием экологических и 

антропогенных факторов окружающей среды повышает риск возникновения диабета, инфаркта миокарда и 
различных форм онкологии. Здоровая клетка обладает собственным защитным механизмом связывания сво-
бодных радикалов. Однако имеющихся ресурсов не всегда достаточно, поэтому антиоксиданты должны по-
ступать в организм человека и животных в составе пищи [1]. 

Наиболее известные синтетические и природные антиоксиданты – ионол, фанозоны, оксипиридин и 
мексидол, витамин Е, β-каротин, ликопин. Среди структурных аналогов природных антиоксидантов можно 
выделить тролокс – водорастворимый аналог витамина E, что природные биологически активные субстан-
ции усваиваются организмом более эффективно, поскольку содержатся в растительных источниках в сба-
лансированном соотношении. Таким образом, поиск природных источников антиоксидантов остается акту-
альным [2].  

 
* Автор, с которым следует вести переписку. 
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Основными источниками природных антиоксидантов являются высшие растения [3], а также фото-
трофные микроводоросли, фитохимические вещества которых включают хлорофиллы, каротиноиды и фе-
нольные соединения, относящиеся к растительным метаболитам [4–6]. По темпам валоризации и коммер-
циализации микроводорослей для получения ценных метаболитов лидируют Китай, Индия и Южная Корея 
[7], которые производят нутрицевтики виде суспензий, масел и твердых лекарственных форм каротиноидов, 
фикоцианинов, хлорофиллов, фенольных соединений и различныхуглеводов [8, 9]. 

В настоящее время хлорофилл зарегистрирован как пищевая добавка Е140, а его производные – медь-
содержащие комплексы хлорофиллов (Е141) используются в составе мазей и кремов с целью ускорения 
пролиферации и эпителизации клеток кожи [7, 10, 11]. Каротиноиды – жирорастворимые нутрицевтики с 
выраженными антирадикальными свойствами, обусловленными разветвленной химической структурой с 
большим количеством сопряженных кратных связей [12, 13]. Результаты исследований автора J.M. Landete 
свидетельствуют, что каротиноиды значительно усиливают антиоксидантную способность микроводорос-
лей [14]. В космецевтике и фармацевтическом производстве β-каротин является важным компонентом ре-
цептурных композиций БАДов и средств по уходу за кожей, волосами, SPF-средств, зубной пасты, а также 
декоративной косметики. β-каротин усиливает защитные свойства кожи по отношение к УФ-излучению и 
уменьшает риск проявления пигментации [15]. Фенольные кислоты (С6-С1), гидроксикоричные кислоты 
(С6-С3), флавоноиды (С6-С3-С6) растений являются эссенциальными микронутрицевтиками [16], многие 
из них обладают высокой антиоксидантной активностью, превосходящей активность «типичных» антиок-
сидантов, в том числе токоферола [17]. Вышеперечисленные вещества обладают широким спектром физио-
логической активности, проявляя противоопухолевые, противовоспалительные, кардиозащитные, капилля-
роукрепляющие и антимикробные свойства [18]. 

Зарубежные исследователи имеют обширный опыт применения различных видов микроводорослей. 
T. Marinoa et al. получали фитоантиоксидантные комплексы из микроводоросли Haematococcuspluvialis с 
целью производства средств для увлажнения и защиты кожных покровов [19]. M. Barkallah и P. Fradinho 
изучали фитоантиоксидантые комплексы Spirulinasp. в качестве функциональной добавки для йогуртов и 
для повышения пищевых качеств макаронных изделий [20, 21]. Е.В. Трухиной и др. использовалась био-
масса Chlorellasorokiniana в качестве пищевой добавки для макаронных изделий [22]. 

Среди широкого разнообразия промышленных видов микроводорослей наиболее популярным является 
род Chlorella, который обитает в пресноводных водоемах северных и южных широт и не требователен к усло-
виям окружающей среды, применяется в целях очистки сточных вод и получения кормовой биомассы [23]. 
Среди морских видов микроводорослей наиболее изученным является род Dunaliella, который известен как 
один из наиболее перспективных природных источников β-каротина [24, 25]. Из перспективных, но малоизу-
ченных видов стоит отметить Nannochloris, обитающий в пресноводных и щелочных водоемах на территории 
средних широт и применяющийся в качестве кормовой добавки для сельскохозяйственных животных [26]. Все 
перечисленные микроводоросли используются для создания возобновляемого топливного сырья, удобрений, 
очистки сточных вод и утилизации промышленных газов [27]. 

Цель настоящей работы – получение фитоантиоксидантных комплексов из биомассы микроводорос-
лей Chlorella, Dunaliella и Nannochloris, изучение их состава и in silico прогнозирование спектра биологиче-
ской активности.  

Экспериментальная часть 
Получение биомассы микроводорослей. Для культивирования использовали штаммы Chlorella 

vulgaris BIN «ООО Альготек» (Тверь), Nanno chlorissp. Naumann штамм IPPAS C-1509 из коллекции Бал-
тийского федерального университета имени Иммануила Канта, Dunaliella salina (Dunal) Teod IPPASD-294 
из коллекции культур микроводорослей Института физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН (ИФР-
РАН (IPPAS)) (Москва). 

Получение биомассы Chlorella vulgaris BIN, Nanno chlorissp. и Dunaliella salina осуществляли в лабо-
раторных условиях по разработанной нами методике [28]. В качестве культуральной среды использовали 
среды Тамия, Заррука [23] и искусственную морскую воду (ASW) [29]. Биомассу, полученную в процессе 
культивирования микроводорослей, лиофилизировали (-50 °С; 0.5 бар; 48 ч). 

Экстракция. Каротиноиды и хлорофиллы. Образец лиофилизата массой 0.100±0.001 г смешивали с экс-
трагирующей смесью (96% этиловый спирт и н-гексан 2 : 1) в соотношении 1 : 30 по массе. Активацию био-
массы осуществляли с помощью ультразвукового гомогенизатора Scientz-IID в течение 5 мин (20 кГц; 125 Вт), 
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после чего экстрагировали хлорофиллы и каротиноиды в течение 20 мин при температуре 22±2 °С без пере-
мешивания. Полученную смесь охлаждали до температуры 6±2 °С и отделяли экстракт от шрота путем цен-
трифугирования (6000 об./мин). К супернатанту добавляли 0.75 мл 20% раствора КОН и перемешивали до 
полного омыления примесей, после чего отделяли хлорофиллы от каротиноидов на делительной воронке. 

Фенольные соединения. Для извлечения фенольных соединений образец лиофилизата массой 
0.100±0.001 г смешивали с 10 г 50% этилового спирта и осуществляли УЗ-экстракцию с использованием 
гомогенизатора Scientz-IID в течение 15 мин (20 кГц; 125 Вт) при температуре 22±2 °С. Полученный экс-
тракт отделяли от шрота путем центрифугирования (6000 об./мин).  

Анализ состава экстрактов. Экстракт хлорофиллов разводили в 96% этиловом спирте в соотноше-
нии 1 : 4. Экстракт каротиноидов упаривали (28 °С; 2 кПа; 60 об./мин) на роторном испарителе 
LabTechEv311Vac, полученные кристаллы перерастворяли в 10 мл 96% этилового спирта. Подготовленные 
образцы экстрактов фотометрировали на приборе Shimadzu UV-1280 в спектральном диапазоне 400–750 нм 
с шагом 1 нм. Содержание хлорофиллов и каротиноидов оценивали с использованием модифицированной 
методики [28]. 

Содержание суммы фенольных веществ в экстракте определяли по Фолину-Чокалтеу [30]. Реакцион-
ную смесь инкубировали при комнатной температуре в течение 30 мин и фотометрировали при длине волны 
765 нм. Содержание фенольных соединений рассчитывали по уравнению стандартной кривой, полученной 
по галловой кислоте. 

Для определения содержания флавоноидов экстракт фенольных соединений последовательно промы-
вали двумя объемами петролейного эфира для отделения от неполярных пигментов на делительной воронке, 
отделяя спиртовую фазу от петролейной. Далее осуществляли гидролиз гликолей путем внесения 10 мл 
смеси этилацетата и этанола (9 : 1). Полученную смесь сгущали на роторном испарителе в условиях (70 °С, 
2 кПа, 60 об./мин) до получения водно-спиртового азеотропа, после чего объем остатка доводили до 10 мл 
50% этиловым спиртом и определяли содержание флавоноидов по методу Чанга [31]. Содержание флаво-
ноидов рассчитывали по уравнению стандартной кривой, полученной по кверцетину.  

Анализ компонентного состава экстрактов осуществляли методом тонкослойной хроматографии. В 
качестве неподвижной фазы использовали хроматографические пластины Sorbfil 100×100 мм. Для разделе-
ния каротиноидов использовали смесь диэтиловый эфир/петролейный эфир (3 : 1) [32, 33]. Для разделения 
хлорофиллов – смесь петролейный эфир-ацетон (95 : 5) [30]. Для разделения фенольных соединений – смесь 
н-бутанол/уксусная кислота/вода (4 : 1 : 5) [34, 35]. Длина хроматографического пути составляла 8 см. Иден-
тификацию фитохимических веществ осуществляли c использованием денситомметра Sorbfil по специфи-
ческой флуоресценции в УФ-свете (длина волны 365 нм) [32–34, 36]. 

Прогнозная оценка антиоксидантных свойств биомолекул. Прогнозирование антиоксидантных 
свойств идентифицированных фитохимических веществ проводили с применением нескольких веб-серви-
сов, представленных на онлайн-платформах Way2Drug (Pass Online, AntiBacPred, AntiFunPred) [37]. 

Для анализа антиоксидантной активности (АОА) полученных фитоантиоксидантных комплексов 
хлорофиллов, каротиноидов и фенольных соединений использовали метод DPPH в модификации [38]. 

Обсуждение результатов 
В таблице 1 приведены характеристики фитоантиоксидантных комплексов (далее по тексту – [ФАО]) 

Сh. vulgaris, D. Salina и Nannochlorissp. 
Хроматографическая картина распределения компонентов [ФАО] приведена на рисунке 1. В таблице 2 

приведены коэффициенты подвижности (Rf) идентифицированных фитохимических веществ в составе [ФАО]. 
Установлено, что [ФАО]кар Ch. v. отличается более разнообразным составом каротиноидов относи-

тельно D. sal. и N. sp. (рис. 1). В [ФАО]кар Ch. v. идентифицирован астаксантин, что хорошо согласуется с 
литературными данными [39]. Наибольшим разнообразием фенольных соединений обладает [ФАО]фс, вы-
деленный из D. sal., в котором четко идентифицированы n-кумаровая и n-оксибензойная кислота и иденти-
фицированы производные кверцетина. [ФАО]фс комплексы Ch. v. и N. sp. имеют схожий состав, что связано 
с близкой видовой принадлежностью этих микроводорослей. Качественный состав [ФАО]хл D. sal., Ch. v. и 
N. sp. существенно не отличаются (табл. 2), основными идентифицированными веществами [ФАО]хл явля-
ются хлорофилл а и хлорофилл b [40]. 
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Таблица 1. Характеристики выделенных [ФАО] Сh. vulgaris, D. Salina и Nannochloris sp. 

Показатель 
[ФАО]кар* 

Сh. vulgaris D. salina Nannochlorissp. 
Содержание каротиноидов, мкг/г 24.3±1.8 77.9±6.2 37±2.9 

от рекомендуемой суточной нормы потребления, % 1.2 3.9 1.9 
Органолептические свойства Жидкость желтого цвета, без запаха 
Плотность, г/мл 0.66 
Растворим при температуре 22±2 °С 

в воде 
в органических растворителях 

 
Нерастворим 

Ацетон, гексан, этанол  
Спектральные характеристики, нм 420–470  

Показатель [ФАО]хл 

Сh. vulgaris D. salina Nannochlorissp. 
Содержание хлорофиллов, мкг/г 615±47 783±62 1420±128 

от рекомендуемой суточной нормы потребления, % 0.6 0.8 1.4 
Органолептические свойства Жидкость темно-зеленого цвета, без запаха 
Плотность, г/мл 0.78 
Растворим при температуре 22±2 °С 

в воде 
в органических растворителях 

 
Растворим  

Водно-спиртовые смеси, ацетон 
Спектральные характеристики, нм 640–670  

Показатель [ФАО]ФС 
Сh. vulgaris D. salina Nannochlorissp. 

Содержание, мкг/г: 
фенольные соединения 
флавоноиды 

 
1405±105 
158±12 

 
997±84 
122±9 

 
1130±76 
134±11 

от рекомендуемой суточной нормы потребления, % 0.7 0.5 0.6 
Органолептические свойства Жидкость светло-желтого цвета, без запаха 
Плотность, г/мл 0.92 
Растворим при температуре 22±2 °С 

в воде 
в органических растворителях 

 
Растворим  

Водно-спиртовые смеси, ацетон 
Спектральные характеристики, нм 220–380 

[ФАО]кар – фитоантиоксидантный комплекс каротиноидов; [ФАО]хл – фитоантиоксидантный комплекс хлорофиллов; 
[ФАО]ФС – фитоантиоксидантный комплекс фенольных соединений. 

 

Рис. 1. Результаты ТСХ [ФАО] 
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Таблица 2. Коэффициенты подвижности идентифицированных в [ФАО] фитохимических веществ 
Полученные  
значения Rf 

Литературные 
значения Rf  [ФАО]кар [ФАО]хл [ФАО]фс 

0.16 0.16 [36]  Хлорофилл b  
0.12 0.125 [32] лютеин   

0.37–0.39 0.367 [32] астаксантин  n-кумаровая к-та 
0.42 0.42 [36]  Хлорофилл a  

0.49–0.51 0.49 [36]  β-каротин n-оксибензойная к-та 
0.70 0.703 [32] кантаксантин   

0.80–0.82 0.82 [32] β-каротин   
0.86–0.88 0.88 [35]   кверцетин 

Согласно данным таблицы 1, [ФАО], выделенные из биомасс микроводорослей, являются перспек-
тивными объектами для дальнейших исследований с целью создания востребованных функциональных пи-
щевых и косметических продуктов, которые могут быть использованы в качестве: 

– [ФАО]кр – функциональной пищевой добавки, обладающей умеренно высокой антиоксидантной ак-
тивностью, или в составе косметических SPF-средств и фармацевтических субстанций в качестве источника 
каротиноидов и провитамина А, которые усиливают защитные свойства кожи по отношение к УФ-излучению; 

– [ФАО]хл – пищевого красителя для безалкогольных напитков и сладкоконсервированной продук-
ции, а также в качестве компонента в составе кремов, мазей, сывороток, предназначенных для ускорения 
пролиферации и эпителизации клеток кожи; 

– [ФАО]фс – водорастворимой функциональной пищевой добавки с высокой антиоксидантной актив-
ностью, а также фармсубстанции для производства препаратов, обладающих противоопухолевыми, проти-
вовоспалительными и кардиозащитными свойствами. 

Результаты in silico прогнозирования антиоксидантной активности идентифицированных в составе 
[ФАО] биомолекул приведены в таблице 3 и 4. 

Прогнозная оценка АОА выявила, что наибольшая вероятность проявления ингибирующей способно-
сти по отношению к свободным радикалам (Pa>0.71) характерна для молекул каротиноидов и флавоноидов. 

В таблице 5 приведены результаты экспериментальных исследований ингибирующей способности 
антиоксидантов, содержащихся в [ФАО]. 

Таблица 3. Прогнозируемая антиоксидантная активность молекул каротиноидов, идентифицированных 
в [ФАО] 

Каротиноиды Лютеин β-каротин Астаксантин Кантаксантин Ваучераксантин 
Pa* 0.780 0.775 0.705 0.810 0.779 
Pi* 0.004 0.004 0.004 0.003 0.004 

Таблица 4. Прогнозируемая антиоксидантная активность молекул фенольных соединений, 
идентифицированных в [ФАО] 

Фенольные 
соединения 

п-кумаровая 
кислота 

п-оксибензойная 
кислота 

Феруловая 
кислота 

Кофейная  
кислота Кверцетин Катехин 

Pa* 0.553 0.405 0.541 0.603 0.810 0.820 
Pi* 0.005 0.012 0.005 0.007 0.003 0.003 

*Pa – вероятность проявления активности (Pa>0.71); Pi – вероятность проявления иннактивности. 

Таблица 5. Значения АОА [ФАО], выделенных из биомассы микроводорослей Сh. vulgaris, D. Salina 
и Nannochloris sp. 

[ФАО]  Процент ингибирования раствора DPPH ФАО комплексами, % 
Сh. vulgaris D. salina Nannochloris sp. 

Каротиноиды 12.2±0.4 13.6±0.5 14.8±0.7 
Хлорофиллы 16.3±0.4 19.0±0.5 18.4±0.8 
Фенольные соединения 15.6± 0.6 14.4±0.6 17.0±0.7 
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Выявлено, что все выделенные [ФАО] обладают умеренной антиоксидантной активностью. Получен-
ные значения АОА данные хорошо согласуются с результатами исследований авторов Я.Л. Страх и др., 
которые изучали АОА водно-спиртовых вытяжек высших растений. Полученные ими значения АОА нахо-
дились в пределах 19–38% ингибирования DPPH [41]. Авторами Т.В. Пилипенко и др. получены результаты 
исследований АОА масляных экстрактов высших растений, которая варьировалась в пределах 5–14% инги-
бирования DPPH [42]. 

Выводы 

1. Из биомассы микроводорослей Chlorella vulgaris, Dunaliella salina, Nannochloris sp. выделены фи-
тоантиоксидантные комплексы, содержащие в качестве действующих веществ каротиноиды, хлорофиллы 
и фенольные соединения. Содержание каротиноидов в выделенных [ФАО]кар варьируется от 24 до 78 мкг/г; 
содержание хлорофиллов – 615–1420 мкг/г; содержание фенольных соединений – 997–1405 мкг/г.  

2. В результате изучения состава выделенных [ФАО] установлено, что наибольшим разнообразием 
каротиноидов обладает [ФАО]кар, выделенный из Ch. Vulgaris, содержащий астаксантин. Разнообразием фе-
нольных соединений отличается [ФАО]фс, выделенный из D. salina, в котором идентифицированы n-кума-
ровая и n-оксибензойная кислоты. Выявлено, что качественный состав выделенных из биомассы D. salina, 
Ch. vulgaris. и Nannochloris sp. [ФАО]хл существенно не отличаются. 

3. В результате in silico прогнозирования спектра биологической активности идентифицированных в 
составе [ФАО] биомолекул, выявлено, что наибольшая вероятность проявления ингибирующей способно-
сти по отношению к свободным радикалам (Pa>0.71) характерна для молекул каротиноидов и флавоноидов. 

4. Получены значения антиоксидантной активности [ФАО], выделенных из биомассы D. salina, Ch. 
vulgaris. и Nannochloris sp., которые хорошо согласуются с литературными данными и составляют от 12.5 
до 19.5% ингибирования DPPH. 
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Bazarnova Yu.G., Balabayev A.A.*, Levchuk O.R. OBTAINING PHYTOANTIOXIDANT COMPLEXES FROM 

BIOMASS OF INDUSTRIAL MICROALGAE SPECIES AND THE PROSPECTS OF THEIR APPLICATION 
Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, Higher School of Biotechnology and Food Production, 
st. Novorossiyskaya, 48, St. Petersburg, 194021, Russia, balabaev-alexey97@mail.ru 
The article is devoted to the issues of obtaining valuable nutraceuticals from microalgae biomass. Phytoantioxidant com-

plexes with a high content of carotenoids, chlorophylls and phenolic compounds were isolated from the biomass of microalgae 
Chlorella vulgaris, Dunaliella salina and Nannochloris sp. Methods for cultivating microalgae biomass and extracting phytoan-
tioxidant complexes of carotenoids, chlorophylls and phenolic compounds are presented. 

The phytochemical composition of the obtained phytoantioxidant complexes is analyzed, the results of in silico prediction 
of the biological activity of the identified biomolecules and experimentally obtained values of antioxidant activity using the 
DPPH method are presented. The carotenoid content in isolated [FAO]cars varies from 24 to 78 μg/g. The content of chlorophylls 
in the isolated [FAO] chl is 615–1420 μg/g. The content of phenolic compounds in the obtained [FAO]fs is 997–1405 µg/g. 

[FAO]car, isolated from D. Salina, can be used as a functional food supplement with moderately high antioxidant activity 
or in cosmetic SPF products and pharmaceutical substances as a source of carotenoids and provitamin A, which enhance the 
protective properties of the skin in relation to to UV radiation. 

[FAO]chl isolated from Nannochloris sp can be recommended for use as a food coloring for soft drinks and canned 
sweets, as well as as a component in creams, ointments, and serums intended to accelerate the proliferation and epithelization of 
skin cells. [FAO]fs, isolated from Ch. vulgaris is recommended for use as a water-soluble functional food additive with high 
antioxidant activity, as well as a pharmaceutical substance for the production of drugs with antitumor, anti-inflammatory and 
cardioprotective properties. 

Keywords: valorization of biomass of phototrophic microalgae, phytoantioxidant complexes, carotenoids, chlorophylls, 
phenolic compounds, Chlorella, Dunaliella, Nannochloris. 
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