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БИОСИНТЕЗ КАРОТИНОИДОВ КРАСНЫМ ДРОЖЖЕВЫМ ГРИБОМ  
RHODOTORULA GLUTINIS БИМ Y-159

Аннотация. Исследованы параметры биосинтеза каротиноидов у штамма Rhodotorula glutinis БИМ Y-159, уста-
новлен состав и соотношение отдельных пигментов. Показано, что максимальный уровень продукции каротиноидов 
(5,7 мг/г биомассы) достигается в условиях глубинного культивирования дрожжевого гриба в среде с высоким содер-
жанием углеводов (глюкоза, 11 %) и дефицитом азотного питания. Ионы Cu2+ в концентрации 0,5 мМ стимулируют 
продукцию каротиноидов у R. glutinis БИМ Y-159 на 17,5–17,8 %. В условиях глубинного культивирования штамма 
состав комплекса продуцируемых каротиноидов представлен торуленом, торулородином, ζ- и β-каротинами, а также 
не идентифицированным компонентом. На долю β-каротина, торулина и торулородина приходится соответственно 
16, 40 и 32 % синтезированных R. glutinis БИМ Y-159 каротиноидов.
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BIOSYNTHESIS OF CAROTENOIDS BY RED YEAST RHODOTORULA GLUTINIS BIM Y-159

Abstract. Carotenogenesis, composition and ratio of individual carotenoid components synthesized by Rhodotorula glu-
tinis BIM Y-159 was investigated. It was found that peak level of carotenoid production (5.7 mg/g biomass) was reached during 
submerged fermentation of yeast in media with high concentration of carbohydrates (glucose 11 %) and deficiency of nitrogen 
nutrition. Cu2+ ions in concentration 0.5 mM stimulated production of carotenoids in R. glutinis BIM Y-159 by 17.5–17.8 %. 
Under optimal conditions the produced carotenoid complex is represented by torulene, torulorhodin, ζ- and β-carotenes plus 
an unidentified component. β-Carotene, torulene, and torulorhodin amount for 16 %, 40 % and 32 % of carotenoids synthe-
sized by R. glutinis BIM Y-159. 
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Введение. Каротиноиды растительного и микробного происхождения – сложные жирорас-
творимые биологически активные соединения, выполняющие в клетке множество функций: уча-
ствуют в фотосинтезе, защищают от повреждающего действия активных форм кислорода (H2O2, 
O2

–, HO·) и облучения, являются предшественниками витамина А и др. Из более чем 700 извест-
ных соединений каротиноидной природы наиболее известны микробные β- и γ-каротины, ли-
копин, астаксантин, торулин, торулородин, синтезируемые преимущественно микроорганизма-
ми родов Cystofilobasidium, Dioszegia, Neurospora, Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporidiobolus, 
Sporobolomyces. Отмечено повышение продукции торулина, торулородина и β-каротина предста-
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вителями красных дрожжевых грибов родов Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporidiobolus в ответ 
на воздействие УФ-облучения, высокой температуры, ионов тяжелых металлов, растворителей. 
На компонентный состав синтезируемых ими каротиноидов существенно влияют состав и кис-
лотность среды, температура культивирования, аэрация, освещенность и другие физико-хими-
ческие факторы [1; 2].

Перспективность использования нетоксичных для клеток торулена и торулородина красных 
дрожжевых грибов в различных сферах хозяйственной деятельности обусловлена множеством 
их уникальных свойств – противоопухолевых, антиоксидантных, противовоспалительных, фо-
топротекторных, антимикробных. Значительная часть этих свойств, в том числе их биологиче-
ское действие, определяется системой двойных связей в молекулярной структуре каротиноидов. 
Так, в молекулах торулена и торулородина обнаружены 13 двойных связей, одно β-ионовое коль-
цо и более длинная, чем у β-каротина, полиеновая цепь. Молекула торулородина, кроме того, 
содержит карбоксильную группу, которая придает полярность этому пигменту и определяет его 
сильные антиоксидантные свойства [2]. Так, провитаминная активность торулена и торулоро-
дина сопоставима, а определяемая по нейтрализации синглетного кислорода антиоксидантная 
активность торулородина Rhodotorula glutinis в 6,5 раз превышает соответствующие активно-
сти β-каротина. У торулородина этого вида дрожжей выявлена, кроме того, антимикробная ак-
тивность в отношении таких патогенов, как Helicobacter pylori, Fusarium oxysporum, Aspergillus 
ochraceus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus [2; 3]. 

Помимо каротиноидов дрожжевые грибы рода Rhodotorula, в частности, R.  glutinis проду-
цируют также липиды, коэнзим Q10 и другие коммерчески востребованные ферменты – липазу, 
эстеразу, α-L-арабинофуранозидазу, инвертазу, пектиназу, танин-ацил-гидролазу (таниназу), фе-
нил-аланинаммоний-лиазу и др. [4]. 

Свойство дрожжевых грибов R. glutinis утилизировать сложные органические и неорганиче-
ские соединения [4–9] и синтезировать при этом каротиноиды и другие биологически активные 
метаболиты позволяет использовать их для трансформации отходов переработки сельскохозяй-
ственного сырья, содержащих в своем составе растворимые и нерастворимые углеводы, белки, 
жиры, минеральные соединения, в продукты с высокой добавленной стоимостью для кормопро-
изводства, косметической, фармацевтической и пищевой промышленности. При этом решается 
остро стоящая экологическая проблема, связанная с хранением и утилизацией, например, таких 
побочных продуктов пищевых производств, как меласса, зерновая послеспиртовая барда, молоч-
ная и подсырная сыворотка, шроты и жомы семян масличных культур и сахарной свеклы и др. 

Цель работы  – установление особенностей каротиногенеза у штамма Rhodotorula glutinis 
БИМ Y-159 и компонентного состава синтезируемых каротиноидов как основы для разработки 
биотехнологии получения белково-витаминной кормовой добавки.

Материалы и методы исследования. Культуры микроорганизмов. В работе использовали 
штамм дрожжевого гриба Rhodotorula glutinis БИМ Y-159 из Белорусской коллекции непатоген-
ных микроорганизмов Института микробиологии НАН Беларуси. 

Культивирование микроорганизма. Культуру исследуемого дрожжевого гриба поддерживали 
методом периодических пересевов на сусло-агар.

Для оценки роста и каротиногенеза штамм R. glutinis БИМ Y-159 выращивали глубинным 
способом в течение 5–7 сут в 50 мл жидкой среды в колбах Эрленмейера объемом 250 мл при 
25 °С, 200 об/мин в условиях круглосуточного освещения лампами дневного света (световой по-
ток 1200 Лм, температура света – 5000 K). Стерильные питательные среды различного соста-
ва (табл. 1) инокулировали суспензией (ОП600 = 0,7–0,8; 5 об. %.) клеток дрожжей, выращенных 
в бульоне Луриа–Бертрани с глюкозой (0,5 %) в течение 24 ч. Среды стерилизовали при 0,75 атм 
в течение 30 мин.

По окончании культивирования R. glutinis БИМ Y-159 в культуральной жидкости определяли 
биомассу спектрофотометрически в кварцевой кювете с длиной оптического пути 1 см при дли-
не волны λ = 600 нм или гравиметрически после отделения дрожжевых клеток центрифугирова-
нием при 7000 g в течение 20 мин, отмывки дистиллированной водой и высушивания при 105 °С 
до постоянного веса. Количество биомассы выражали в единицах оптической плотности (ОП600) 
или в мг в 1 мл культуральной жидкости (мг/мл).
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Т а б л и ц а 1. Состав питательных сред для культивирования Rhodotorula glutinis БИМ Y-159

T a b l e 1. Composition of nutrient media for Rhodotorula glutinis BIM Y-159 cultivation

Компонент питательной среды, г/л
Nutrient medium component, g/l

Питательная среда
Nutrient medium

1 (Лундина) 2 (MS-1) 3 4 5 6

(NH4)2SO4 1,0 5,0 0,4 4,0 0,4 –
KH2PO4 1,0 1,0 0,2 – 0,2 –
K2HPO4 – – 0,08 – 0,08 –
K2SO4 – – – 0,174 – –
MgSO4·7Н2О 1,0 0,5 0,2 0,5 0,2 –
FeCl3·7Н2О следы – – – – –
NaCl 0,5 0,1 0,04 – 0,04 –
CaCl2 – – 0,02 – 0,02 –
CuSO4 – – – – 0,08 –
Глюкоза 20 40 110 15 110 –
Пептон – – 1,3 – 1,3 –
Дрожжевой экстракт – – 2,0 1,5 2,0 –
Послеспиртовая барда – – – – – 100
рН 6,0 6,0 6,5 6,5 6,5 4,4*

П р и м е ч а н и е. * – соответствует рН цельной послеспиртовой барды.

N o t e. * – corresponds to the pH of vinasse.

Выделение и количественное определение каротиноидов. Выделение каротиноидов из от-
мытых клеток дрожжевого гриба проводили экстракцией ацетоном согласно [10]. Содержание 
каротиноидов определяли спектрофотометрическим методом при длине волны l490 (Amersham 
Ultrospec 2010 pro, США) и выражали в мкг в 1 мл культуральной жидкости (мкг/мл) или в мг 
в 1 г сухой биомассы (мг/г). Содержание каротиноидов рассчитывали по формуле

	 C = (ОП590DV) / (EW),

где D  – разведение; V  – объем экстракта каротиноидов, мл; E  – коэффициент экстинкции 
(2580 мол–1·см–1); W – масса сухой биомассы, мг. 

Величину pH определяли потенциометрически.
Определение композиционного состава каротиноидов. Состав комплекса каротиноидов, син-

тезируемых R. glutinis БИМ Y-159, анализировали методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ). В работе использовали хроматограф Agilent 1200 с диодно-матричным де-
тектором, соединенный с масс-спектрометром Agilent 6410 Triple Quad (США). 

Для приготовления экстракта каротиноидов отмытую трижды дистиллированной водой био-
массу R. glutinis БИМ Y-159 разрушали (800 Па и 28 Гц, 3 цикла) с использованием гомогениза-
тора высокого давления (Scientz-150A, Китай). Полученный гомогенат клеток центрифугировали 
(13000 g, 20 мин), осадок ресуспензировали в ацетоне (1 : 2), перемешивали (1500 об/мин, 20 мин) 
с использованием мульти-вортекса Biosan V-32 (Латвия). Экстракцию повторяли до полного 
обесцвечивания осадка.

Параметры работы масс-селективного детектора: интерфейс ионизации  – APCI в режиме 
положительных ионов; температура испарителя  – +400  °C; температура осушающего газа  – 
+200 °C; скорость потока осушающего газа – 7 л/мин; давление на распылителе – 40 psi; напря-
жение на капилляре – 4000 В; коронный разряд – 4 мкА; напряжение на фрагменторе – 100 В; 
диапазон регистрируемых масс – 100–1500 m/z в режиме полного сканирования.

Хроматографическое разделение проводили на колонке Zorbax XDB С18 (Agilent, США) раз-
мером 150 × 4,6 мм, заполненной силикагелем октадецилсилильным для хроматографии с раз-
мером частиц 5 мкм при температуре +40 °С. Температура в автосэмплере составляла +40 °С, 
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объем инжекции – 20 мкл. В качестве подвижной фазы использовали смесь ацетонитрил : мета-
нол : этилацетат (73 : 20 : 7). Смесь растворителей подавали со скоростью 0,6 мл/мин. Продолжи-
тельность анализа составляла 65 мин. Детекцию осуществляли при λ = 454 и 402 нм. В качестве 
референтного образца использовали β-каротин (97 %, Fluka 22040-1 g-F).

Навеску референтного образца β-каротина (7,4 мг) растворяли в 5 мл хлороформа, затем раз-
водили 1 : 3 в подвижной фазе. Полученный раствор (493 мкг/мл) использовали для анализа.

Экстракт каротиноидов (10 мл) R. glutinis БИМ Y-159 упаривали досуха в токе азота. Осадок 
растворяли в смеси, содержащей 500 мкл подвижной фазы и 200 мкл хлороформа, фильтровали 
через шприц-фильтр PTFE/L диаметром 13 мм с размером пор 0,22 мкм в хроматографическую 
виалу и использовали для анализа.

Представленные данные являются средним арифметическим не менее двух экспериментов, 
выполненных в трех повторностях. Обработку экспериментальных данных проводили с исполь-
зованием пакета программ Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение. Ранее в качестве потенциального продуцента каротиноидов 
был отобран штамм дрожжевого гриба R. glutinis БИМ Y-159. Согласно данным литературы, 
эффективность синтеза каротиноидов микроорганизмами определяется составом питательных 
сред и физико-химическими условиями их культивирования. Как правило, для выращивания 
представителей рода Rhodotorula, продуцирующих каротиноидные пигменты, в качестве источ-
ников углеводного питания используют глюкозу, лактозу, галактозу, сахарозу, мальтозу, трега-
лозу, глицерин, сорбит, а также отходы различных пищевых производств – молочную и подсы-
рную сыворотку, луковую шелуху, картофельный и солодовый экстракты, свекольную мелассу, 
виноградное сусло, послеспиртовую барду, экстракты соевой и кукурузной муки и другие суб-
страты [5–12]. При этом в первом случае продуценты каротиноидов нуждаются в добавлении 
в питательную среду дорогостоящих дрожжевого экстракта и/или пептона и минеральных ве-
ществ, тогда как органические азотсодержащие компоненты и минералы уже присутствуют  
в составе приведенных выше побочных продуктов переработки сельскохозяйственного сырья. 

Известно, что синтез каротиноидов дрожжевыми грибами происходит в поздней стационар-
ной фазе их роста и зависит от условий их выращивания [2]. Для выявления потребности штам-
ма R. glutinis БИМ Y-159 в питательных и минеральных веществах, обеспечивающих высокий 
уровень продукции каротиноидов, использовали среды различного состава (табл. 1). 

Штамм R. glutinis БИМ Y-159 выращивали в средах 1–4 в течение 5–7 сут. Как видно из пред-
ставленных на рис. 1 экспериментальных данных, рост дрожжевого гриба в средах 1, 2 и 4 завер-
шился в течение 5 сут и составил 3,87–4,38 ед. оптической плотности (ОП600 = 3,87–4,38), тогда 
как продукция им каротиноидов (1,16–1,33 мкг/мл и 3,8–4,1 мг/г) достигла максимума на 7 сут 
его культивирования. В то же время в среде 3 исследуемый штамм активно рос в течение всего 
опыта и синтезировал при этом пигменты. В этом случае через 7 сут биомасса дрожжей соста-
вила ОП600 = 22,2 ± 1,0, более чем в 5 раз превысив показатель роста в средах 1, 2, 4, а продукция 
каротиноидов достигла 5,16 ± 0,23 мкг/мл и 5,71 ± 0,24 мг/г. Возможно, это связано с дефицитом 
в средах 1, 2 и 4 органических источников углеводного и азотного питания. 

Культивирование R. glutinis БИМ Y-159 в течение 7 сут в среде 5, содержащей ионы Cu2+, по 
сравнению с ростом в среде 3 сопровождалось повышенным на 17,5–17,8 % уровнем накопления 
дрожжами биомассы и каротиноидов. Еще более выраженное (в два раза) положительное влия-
ние указанного микроэлемента на биосинтез каротиноидных пигментов обнаружено у штамма 
R. mucilaginosa RCL-11 [1]. 

Таким образом, лучшие показатели роста R. glutinis БИМ Y-159 и биосинтеза им каротинои-
дов отмечены в питательной среде 3, обогащенной органическими углевод- и азотсодержащими 
веществами. Такой состав характерен, например, для свекольной и соевой мелассы, послеспир-
товой барды, свекловичного жома и других побочных продуктов пищевых производств. Можно 
полагать, что указанные и другие отходы переработки сельскохозяйственного сырья являются 
дешевым источником питательных веществ для культивирования дрожжевого гриба R. glutinis 
БИМ Y-159. Действительно, исследуемый штамм при выращивании в среде 6, содержащей цель-
ную послеспиртовую барду (рН 4,4) в качестве единственного источника питания, продуциро-
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Рис. 1. Рост R. glutinis БИМ Y-159 и биосинтез каротиноидов в средах различного состава:  
a – биомасса, ОП600; b – каротиноиды, мкг/мл; c – каротиноиды, мг/г.  

1–4 – среды для культивирования микроорганизмов (табл. 1)

Fig. 1. Growth of R. glutinis BIM Y-159 and carotenoids biosynthesis in media of different composition:  
a – biomass, ОD600; b – carotenoids, µg/ml; c – carotenoids, mg/g.  

1–4 – media for cultivating microorganisms (Table 1)

вал каротиноиды в количестве 2,2–2,6 мкг/мл. Полученные результаты свидетельствуют о це-
лесообразности дальнейших исследований по повышению продукции пигментов посредством 
оптимизации условий культивирования R. glutinis БИМ Y-159 в средах с указанным субстратом.

Эффективность разделения каротиноидов дрожжевых грибов методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии зависит от способа их экстракции из клеток. Наиболее часто выде-
ление пигментов, имеющих у дрожжевых грибов родов Rhodotorula и Sporobolomyces внутрикле-
точную локализацию, осуществляют согласно протоколам, предусматривающим использование 
диметилсульфоксида и ацетона [10; 11]. В настоящем исследовании экстракцию каротиноидов 
R. glutinis БИМ Y-159 ацетоном проводили после разрушения клеток на гомогенизаторе высо-
кого давления. Анализ результатов хроматографического разделения показал, что исследуемый 
штамм синтезирует смесь каротиноидов (рис. 2). На хроматограмме видно, что в зависимости от 
времени удерживания (tR) каротиноиды разделяются на восемь фракций, соответствующих семи 
пикам, среди которых превалируют фракции 1, (2 + 3), 4, 5, 7. 

Известно, что максимумы светопоглощения (абсорбции) торулена и торулородина приходят-
ся на промежуток между 450 и 560 нм и зависят от используемого экстрагента (табл. 2). 

Для идентификации синтезируемых R. glutinis БИМ Y-159 пигментов, за исключением β-ка-
ротина, использовали данные литературы [11; 13] о времени удерживания (tR), спектрах поглоще-
ния и молекулярных массах известных каротиноидов (табл. 3).
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Рис. 2. Хроматограмма каротиноидов (a) R. glutinis БИМ Y-159 и референтного β-каротина (b)

Fig. 2. Chromatogram of carotenoids (a) from the R. glutinis BIM Y-159 and a reference β-carotene (b)

Т а б л и ц а 2. Максимумы абсорбции и коэффициенты экстинкции торулена и торулородина

T a b l e 2. Absorption maxima and extinction coefficients of torulene and torularhodin

Пигмент
Pigment

Растворитель
Solvent

Максимумы абсорбции (нм)
Absorption maxima (nm)

Коэффициент экстинкции (E)
Extinction coefficient (E)

Источник информации
Information source

Торулен

Петролейный эфир 454, 480, 514 3240
[13]Этанол 456, 486, 520 –

Хлороформ 467, 501, 537 –
Ацетон 460, 485, 518 – [11]

Торулородин

Петролейный эфир 467, 501, 537 2040
[13]Этанол 463, 495, 532 –

Хлороформ 483, 515, 554 –
Ацетон 470, 495, 524 – [11]

Т а б л и ц а 3. Характеристика каротиноидов R. glutinis БИМ Y-159

T a b l e 3. Characteristics of carotenoids from Rhodotorula glutinis BIM Y-159

Пик
Peak tR (мин) λmax (нм) m/z 

[M+H]+
m/z 

[M–H]–
Пигмент
Pigment

Аналог
Analogue

1 12,86–12,88 470, 496, 522 565 563 Торулородин [11]
2 28,27–28,38 460, 486, 518 539 537 Торулен [11]
3 28,0 460, 486, 516 535 533 Торулен [11]
4 33,96–33,97 440, 462, 492 537 535 γ-Каротин [11; 13]

5 38,65–38,66 378, 398, 422 591 – ζ-Каротин
(7,8,7′,8′-tetrahydro-, ψ ψ-caroten [13]

6 42,70–42,76 412, 430, 456 539 – Не идентифицирован –
7 47,55–47,56 430, 454, 478 537 535 β-Каротин –
8 56,16–56,27 404, 426, 454 – – Не идентифицирован –
Референтный образец 47,67 430, 454, 478 537 535 β-Каротин –
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Установлено, что у R. glutinis БИМ Y-159 компонент каротиноидного комплекса, представ-
ленный пиком  1, по своим характеристикам наиболее соответствует торулородину (tR  =  13,0–
13,5 мин; λmax = 470, 495, 524 нм; m/z [M+H]+ = 565,3; m/z [M–H]– = 564,3 [11]). Пики 2, 3 иден-
тифицированы как торулен (tR = 15,5–15,7 мин; λmax = 460, 485, 518 нм; m/z [M–H]– = 534,4 [11]). 
Характеристики пика 4 указывают на его принадлежность γ-каротину (λmax = 439, 461, 491 нм 
[13]; tR = 15,7–16,0 мин; λmax = 430, 460, 489 нм; m/z [M+H]+ = 537,4; m/z [M–H]– = 536,4 [11]), а пи- 
ка 5 – ζ-каротину (λmax = 378, 400, 425 нм [13]). Пики 6, 8 идентифицировать не удалось, а пик 7 
соответствует β-каротину.

Анализ количественного соотношения отдельных пигментов показал, что на долю β-каро-
тина, торулина и торулородина приходится соответственно 16, 40 и 32 % от суммарного коли-
чества каротиноидов, синтезируемых R.  glutinis БИМ Y-159 при температуре 25  °С. В табл.  4 
представлены данные литературы, свидетельствующие о зависимости соотношения отдельных 
составляющих каротиноидных комплексов у представителей рода Rhodotorula от температур-
ных режимов их роста. Например, с повышением температуры культивирования дрожжевых 
грибов продукция ими β-каротина уменьшается, а торулородина – растет [7; 14–16]. 

Т а б л и ц а 4. Влияние температуры на синтез β-каротина, торулина и торулородина дрожжевыми грибами 
рода Rhodotorula

T a b l e 4. Effect of temperature on β-caroten, torulene, torulorodine synthesis in yeast of the genus Rhodotorula

Штамм
Strain

Температура культивирования, °С
Cultivation temperature, °C

β-Каротин, %
β-Carotene, %

Торулин, %
Torulin, %

Торулородин, %
Torulorodine, %

Источник информации
Source of information

R. glutinis БИМ Y-159 25 16,0 40,0 32,0 Настоящее  
исследование

R. glutinis DBVPG 3853 30 16,0 18,0 60,1 [5]

R. glutinis
20 62,7 33,6 0,4

[14]

28 38,4 48,9 7,8

R. mucilaginosa
20 45,4 53,1 0,5
28 18,2 74,8 3,8

R. gracilis
20 68,2 30,7 –
28 59,5 38,8 –

R. glutinis no. 21 – 8,3 63,6 28,0 [15]

R. glutinis
5 64 4,4 4,8 [16]25 25,2 27,8 24,3

R. glutinis 22Р
20 19,0 22,8 56,0 [17]35 9,6 9,0 78,3

R. mucilaginosa F-1

22 29,0 50,5 20,5

[7]25 28,7 48,0 23,2
28 25,9 43,2 30,9
31 23,9 32,6 43,5

R. mucilaginosa RCL-11 30 20,21 21,35 58,33 [1]

Заключение. Дрожжевой гриб R.  glutinis БИМ Y-159 характеризуется максимальной про-
дукцией каротиноидов (5,7 мг/г) при выращивании в питательной среде с легкоутилизируемыми 
органическими источниками углеводного и азотного питания – глюкозой (11,0 %), дрожжевым 
экстрактом (0,2 %), пептоном (0,13 %). Добавление в среду культивирования ионов Cu2+ в кон-
центрации 0,5 мМ (0,008 %) стимулирует продукцию каротиноидов на 17,5–17,8 %. Установлено, 
что комплекс синтезируемых R. glutinis БИМ Y-159 каротиноидов представлен торуленом, тору-
лородином, ζ- и β-каротинами, а также двумя неидентифицированными компонентами. На долю 
β-каротина, торулина и торулородина приходится соответственно 16, 40 и 32 % от суммарного 
количества синтезируемых дрожжевым грибом пигментов. Планируются исследования биоло-
гической активности как отдельных компонентов, так и всего комплекса каротиноидов R. glutinis 
БИМ Y-159, а также оптимизация условий культивирования штамма в средах с отходами перера-
ботки растительного сырья для повышения продукции пигментов и разработки ресурсосберега-
ющей технологии получения витаминно-белковой кормовой добавки.
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