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Каротиноїди — розчинні у жирах орга�
нічні сполуки, які за хімічною будовою на�
лежать до класу терпенів; поширені як у фо�
тосинтезуючих, так і в нефотосинтезуючих
організмах. Рослини, деякі бактерії та гри�
би синтезують каротиноїди de novo, а твари�
ни і людина одержують їх із їжею і, як пра�
вило, модифікують у процесі метаболізму
[1–3]. Хромофорна група каротиноїдів пред�
ставлена полієновим ланцюгом спряжених
подвійних зв’язків, унаслідок чого вони по�
глинають світло в діапазоні 450–500 нм і ма�
ють жовте або оранжеве забарвлення. Каро�
тиноїдні вуглеводні відомі під назвою
каротинів (лікопін, β�каротин та його ізоме�
ри), а похідні з кисневмісними групами
належать до групи ксантофілів (лютеїн, зеа�
ксантин, астаксантин, кантаксантин). Іден�
тифіковано близько 600 різних каротиноїдів,
із них тільки 10% мають про�А�вітамінну ак�
тивність [4]. На цей час встановлено, що ка�
ротиноїди підвищують резистентність орга�
нізму до мутагенезу і канцерогенезу [5],
уповільнюють вікові дегенеративні зміни
у тканинах [6–8], інгібують проліферацію
злоякісних клітин [9], активують синтез ци�
токінів та інтерлейкінів [10], беруть участь
у регуляції транскрипції генів [11], а також
виявляють імуномодулюючу дію [12, 13].
Численні експериментальні результати свід�

чать про те, що каротиноїди є надзвичайно
важливою ланкою регуляції вільнорадикаль�
них процесів у клітинах. Каротиноїди —
важливий компонент неензиматичної систе�
ми антиоксидантного захисту. На особливу
увагу заслуговує каротиноїд астаксантин —
антиоксидант, який у 10–12 разів ефектив�
ніший порівняно з β�каротином [14] і в
100–500 раз — порівняно із вітаміном Е [15].
Астаксантин у невеликих кількостях міс�
титься у деяких видів риб, ракоподібних та
водоростей. Дослідження вчених США, Япо�
нії та Канади свідчать про пряму залежність
між рівнем споживання астаксантину і зни�
женням рівня онкологічних та серцево�су�
динних захворювань. Одним із джерел ас�
таксантину є дріжджі Phaffia rhodozyma,
які продукують нейроспорин (0,01%), ліко�
пен (0,01%), γ�каротин (0,01%), β�каротин
(2–2,5%), ехіненон (2–4%), гідроксіехіне�
нон (3–4%), фоєнікоксантин (5–7%) та аста�
ксантин (83–87%) [16, 17]. Дикі штами цих
дріжджів не використовують у біотехно�
логії, оскільки вони нагромаджують порів�
няно невисокі концентрації каротиноїдів. 

Метою цієї роботи було отримання мута�
нтних штамів дріжджів P. rhodozyma з різ�
ною продуктивністю за ознакою каротиноге�
незу та дослідження фракційного складу
каротиноїдів у їхній біомасі.
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Під дією ультрафіолетового проміння та нітрозогуанідину зі штаму дріжджів Phaffia rhodozyma
NRRL Y�17268 одержано групу мутантів, здатних утворювати пігменти жовтого, оранжевого, ко�
ричневого і рожевого кольорів. Пігменти мутантів виділено й очищено за допомогою тонкошарової
хроматографії, визначено їхню хроматографічну рухливість та спектри поглинання світла. У біомасі
отриманих мутантів ідентифіковано цис�астаксантин, транс�астаксантин, фоєнікоксантин, β�каро�
тин, ζ�каротин, фітоєн та зеаксантин. Найпродуктивніші мутанти синтезують до 940 мкг кароти�
ноїдів на 1 г сухої біомаси, серед яких основну частину становить астаксантин. 
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Матеріали і методи

У роботі використано штам «дикого» ти�
пу дріжджів P. rhodozyma NRRL Y�17268
з колекції мікроорганізмів Інституту біоло�
гії тварин НААН України, люб’язно нада�
ний професором C. P. Kurtzman (Microbial
Genomics and Bioprocessing Research Unit,
Peoria, Illinois, США), та отримані нами му�
танти з різною пігментацією біомаси. 

Біомасу дріжджів нарощували на ротор�
ному шейкері при 250 об/хв у колбах в рід�
кому середовищі складу (г/л): (NH4)2SO4 —
0,9; KH2PO4 — 1,0; MgSO4·7H2O — 0,5;
CaCl2·6H2O — 0,15; дріжджовий екстракт —
2,0; глюкоза — 20,0; біотин — 1·10–6.

Як мутагенний фактор у селекції дріжджів
використовували ультрафіолетове проміння
(УФП) та N�метил�N�нітро�N�нітрозогуанідин
(НГ). Культуру дріжджів з експоненційної
фази росту опромінювали бактерицидною
лампою БУФ�30П на відстані 20 см протя�
гом 5, 10, 15 і 20 хв, перемішуючи суспензію
за допомогою магнітної мішалки. Після оп�
ромінення клітини висівали на чашки Петрі
з агаризованим середовищем і культивували
протягом 4 діб при температурі 21 °С. Усі ма�
ніпуляції з опроміненою культурою клітин
проводили у темній кімнаті з червоним світ�
лом. Декілька штамів дріжджів P. rhodozy%
ma з кольоровою пігментацією колоній від�
бирали для подальших досліджень. 

Для індукції мутацій у дріжджів хіміч�
ним мутагеном суспензію дводобової куль�
тури (3×109 кл/мл) обробляли 1 мМ розчи�
ном НГ при температурі 20 °С за постійного
перемішування протягом 25 хв. Дію мутаге�
ну зупиняли центрифугуванням з наступ�
ним відмиванням дистильованою водою.
Суспензію оброблених клітин висівали на
чашки Петрі із синтетичним агаризованим
середовищем, до складу якого входив як се�
лективний фактор менадіон у концентрації
120 мкМ, та вирощували у термостаті при
20–22 °С упродовж 7 діб.

Для відбору штамів із посиленим синте�
зом астаксантину використовували селек�
тивні середовища: Cd2+�селективне (0,5 мМ
СdSO4) та 5�компонентне (склад солей: 0,47 мМ
СuSO4, 0,27 мМ CdSO4, 3,5 мМ ZnSO4, 0,96
мМ Pb(NO3)2, 0,85 мМ CoSO4) [18].

Для визначення каротиноїдів у дослі�
джуваних штамах дріжджів культуру виро�
щували протягом 5 діб при температурі
23 °С та аерації із заповненням колб на 10%.
Біомасу визначали за оптичною густиною
суспензії клітин при довжині хвилі 580 нм
з наступним перерахунком на абсолютно су�
ху біомасу клітин. Каротиноїди екстрагува�

ли сумішшю органічних розчинників гек�
сан–етилацетат у співвідношенні 1:1 після
попередньої обробки клітин диметилсуль�
фоксидом (ДМСО) [19]. Клітини осаджували
із культури дріжджів (1,5 мл) центрифугу�
ванням і двічі відмивали дистильованою во�
дою. Залишки вологи усували фільтруваль�
ним папером. До клітин додавали 1–2 мл
ДМСО, попередньо підігрітого до 55 °С, ре�
тельно струшували. Після охолодження роз�
чину додавали 5 мл розчиника (гексан–ети�
лацетат) та відбирали верхню органічну
фазу, що містить каротиноїди. Для чіткого
розділення фаз додавали 0,1–0,5 мл фосфат�
ного буфера (рН 7,0). Максимуми поглинан�
ня екстрактів каротиноїдів реєстрували
у видимій області спектра (350–600 нм) на
спектрофотометрі Shimadzu. Розрахунок
концентрації каротиноїдів здійснювали за
коефіцієнтом екстинкції (Е1%) для астаксан�
тину в суміші розчинників гексан–етилаце�
тат (1:1), який становить 2,15 при довжині
хвилі 480 нм (кювета 1 см).

Дослідження складу каротиноїдів вико�
нували за допомогою тонкошарової хрома�
тографії (ТШХ) на аналітичних пластинках
Fluka UV�254 (Німеччина) у системі розчин�
ників ацетон–петролейний ефір (1:4) [20],
окремі фракції елюювали етанолом з метою
ідентифікації отриманих сполук.

Усі реактиви, окрім попередньо зазначе�
них, — вітчизняного виробництва.

Результати та обговорення

На першому етапі досліджень нами було
показано, що дріжджі P. rhodozyma дикого
типу NRRL Y�17268 чутливі до дії УФ�про�
менів, і виживання клітин знижується зі
збільшенням тривалості опромінення (рис. 1).

Рис. 1. Крива виживання дикого штаму
дріжджів P rhodozyma

NRRL Ya17268 після опромінення УФaлампою
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З рис. 1 видно, що під час опромінення
дріжджів P. rhodozyma протягом 15 та 20 хв
виживання клітин — 0,55 і 0,15% відповід�
но. Практично кожна доза УФ�опромінення
спричиняла численні мутації, які виявляли�
ся візуально (безбарвні, кремові, жовті,
оранжеві, червоні, коричневі пігментовані
колонії). Найбільше було колоній з поруше�
ним синтезом каротиноїдів (штами з кремо�
вою пігментацією клітин та безбарвні), знач�
но менше штамів з жовто�оранжевою гамою,
а штами червонішого за «дикий тип» кольо�
ру траплялися досить рідко. Загалом процес
мутагенезу в каротиносинтезуючих дріж�
джів генерує три типи мутантів: 1) штами,
здатні акумулювати бета�каротин (мутація
порушує етап перетворення бета�каротину
на астаксантин); 2) безбарвні штами, які
нагромаджують фітоєн (у даному разі му�
тація  на рівні генів, які кодують дегідроге�
назу фітоєну); 3) штами з посиленим синте�
зом астаксантину [21].

На наступному етапі селекції застосову�
вали мутаген хімічної природи НГ та селек�
тивний фактор середовища — менадіон.
Відомо, що каротиноїди беруть участь в ан�
тиоксидантному захисті клітин, і тому було
використано менадіон з метою посилення
утворення активних форм кисню, тобто
очікувалося, що клітини з підвищеним вміс�
том каротиноїдів матимуть більшу здатність
до виживання в такому середовищі. У цій се�
рії досліджень також отримано мутантні
штами дріжджів P. rhodozyma з різним заба�
рвленням колоній, що свідчить про зміну
складу каротиноїдів порівняно з диким ти�
пом (рис. 2). 

Спектральний аналіз екстрактів кароти�
ноїдів, отриманих із біомаси різних мутант�
них штамів дріжджів P. rhodozyma, подано
графічно (рис. 3).

Штами A.UV, F.UV та 24G.UV мають
зміщені максимуми поглинання світла у ко�
роткохвильову область щодо дикого штаму
(подібно до штаму М#5NG), тобто макси�
мальна оптична густина екстрактів спосте�
рігається при 485 нм, 484 нм та 482,5 нм,
відповідно. Можливо, домінуючим кароти�
ноїдом у цих штамів може бути β�крипто�
ксантин, неполярний каротиноїд, ідентифі�
кований у кількох стабільних кольорових
мутантів [22]. Зміщення максимумів погли�
нання екстрактів суміші каротиноїдів може
бути наслідком різного співвідношення піг�
ментів. Мутантні штами В.UV та D.UV проду�
кують β�каротин як домінуючий каротиноїд
у клітинах біомаси з жовтою пігментацією
колоній. Крім того, в результаті УФ�опромі�
нення було отримано штам з посиленим син�
тезом астаксантину, причому максимум по�
глинання екстракту спостерігався при 494 нм.

У НГ�індукованих мутантних штамів
М#1NG, М#2NG, М#3NG домінуючим ка�
ротиноїдом є астаксантин, оскільки макси�
муми поглинання для екстрактів цих

Рис. 2. Колонії мутантних штамів дріжджів
P. rhodozyma з різною пігментацією

NRRL
Y�17268

Рис. 3. Спектри екстрактів каротиноїдів 
у гексан–етилацетаті (1:1), отриманих з біомаси

мутантних штамів дріжджів P. rhodozyma
в результаті УФaопромінення (зверху) 

та з НГaмутантних штамів (знизу)
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штамів становлять 493, 492,2 та 492 нм,
відповідно, тоді як у дикого штаму NRRL 
Y�17268 — 492,5 нм. Штам М#4NG нале�
жить до каротинпродукуючих дріжджів, тому
що максимальна оптична густина екстракту
спостерігається при 454,5 нм, а максимум
поглинання екстракту β�каротину (Sigma,
США) у суміші розчинників гексан–етила�
цетат (1:1) — при 452,6 нм. Мутантний
штам М#5NG з оранжевою пігментацією ко�
лоній продукує каротиноїди, які, ймовірно,
є проміжними сполуками у процесі біосин�
тезу від каротину до астаксантину (макси�
мум поглинання екстракту каротиноїдів —
484,8 нм).

Ростові властивості та забарвлення біо�
маси виділених штамів дріжджів наведено
в табл. 1.

У наступних дослідженнях було проведе�
но ступінчаcту позитивну селекцію з викорис�
танням селективних середовищ, що містили
солі важких металів, які також індукують
у клітинах утворення активних форм кисню
[23–26], і отримано кілька штамів з підвище�
ним рівнем біосинтезу каротиноїдів.

З мутантного штаму 8.UV, після повтор�
ного УФ�опромінення отримано штам 21091,
з якого під дією НГ було одержано кілька
похідних мутантів із посиленим забарвлен�
ням колоній: KNG1 (з контрольного середо�
вища), Cd#7 (із Cd�селективного середови�

ща) та штам 5.1.26 (з 5�компонентного середо�
вища). Спектральні характеристики екстрак�
тів підтверджують домінування астаксанти�
ну в біомасі мутантних штамів з червоною
пігментацією колоній (рис. 4).

Штам Cd orange з оранжевим забарвленням
біомаси, отриманий на Cd�селективному сере�
довищі, має характерний пік при 482,5 нм.

Каротинпродукуючі характеристики
штамів з посиленим синтезом астаксантину
наведено в табл. 2.

Отримані штами з посиленим синтезом
астаксантину продукують більше кароти�
ноїдів, ніж дикий тип, — у 2,5 раза для Сd
#7 та 3,3 раза — у KNG1.

Гексан�етилацетатні екстракти кароти�
ноїдів аналізували методом ТШХ на хрома�
тографічних пластинках Fluka UV�254
в системі ацетон–петролейний ефір (1:4)
(рис. 5).

Таблиця 1. Характеристика мутантних штамів
дріжджів P. rhodozyma

Штам  Колір
біомаси

Біоa
маса,

г/л

Біохімічна 
група

(за каротиноїдами)

NRRL 
Y�17268 Рожевий 8,8 Астаксантин  

А. UV Кораловий  9,0 Невизначений  

D. UV Жовтуватий 8,3 Каротин  

G. UV Безбарвний  7,6 Можливо, фітоєн

24G. UV Оранжевий  7,8 Невизначений  

F. UV Жовто�
оранжевий 8,3 Каротин  

8. UV Червоно�
рожевий 7,6 Астаксантин  

NRRL 
Y�17268 Рожевий  9,3 Астаксантин  

M #1. NG Брудно�
рожевий 4,2 Астаксантин  

M #2. NG Темно�
коричневий 2,0 Астаксантин  

M #3. NG Коричневий  3,2 Астаксантин  

M #4. NG Жовтий 9,4 Каротин  

M #5. NG Оранжевий  9,0 Невизначений  

Рис. 4. Спектри екстрактів каротиноїдів 
(у гексані), отриманих з біомаси мутантних

штамів дріжджів P. rhodozyma
з посиленим синтезом астаксантину 

Таблиця 2. Каротиногенез та продуктивність
штамів з посиленим синтезом астаксантину

після культивування протягом 120 год

Штам Біомаса,
г/л

Вміст 
каротиноїдів,

мкг/г с.м.

Продукa
тивність,

г/л

NRRL 
Y�17268 7,5±0,7 290±27 2,2±0,4  

21091 7,1±0,2 812±27 5,8±0,3  

Сd#7 6,4±0,5 727±10 4,7±0,4  

5.1.26 6,1±0,1 927±22 5,7±0,2  

KNG1 6,2±0,3 947±31 5,9±0,5  



97

Експериментальні статті

У деяких випадках одержані пігментні
смуги на хроматограмах були недостатньо
яскравими через низьку концентрацію каро�
тиноїдів. Після хроматографічного розділення
сорбент збирали і проводили елюцію пігментів
гексаном та етанолом. У неполярному розчин�
нику (гексані) окремі фракції каротиноїдів
практично не розчинялися, тимчасом як у по�

лярному (етанолі) елюція відбувалася добре.
Значна розчинність досліджуваних пігментів
у спиртах свідчить про те, що їхні молекули
переважно полярні, тобто є ксантофілами.

Одним із тестів для характеристики піг�
ментів, який дозволяє визначити можливу
належність каротиноїдів до різних класів,
є значення Rf (табл. 3).Склад каротиноїдів
у біомасі дріжджів з різною пігментацією
колоній ідентифіковано за показниками Rf
[20, 27] та спектральними характеристика�
ми [2, 28, 29].

Застосовуючи спектрофотометричний
аналіз, ми отримали спектри поглинання
пігментних смуг після елюювання етанолом
з типовою для каротиноїдів формою (рис. 6).

Згідно з даними літератури [28, 29] кароти�
ноїди мають такі піки поглинання: фітоєн —
297, 286, 276 нм; зеаксантин — 450нм, ζ�ка�
ротин — 425, 399, 377 нм; β�каротин�5,8�
епоксид — 452, 428, 407 нм. Незначні відхи�
лення спектральних піків можуть бути
наслідком ізомеризації каротиноїдів. Окрім
того, виділені сполуки надзвичайно чутливі
до світла, температурних коливань та впли�
ву кисню повітря, оскільки система спряже�
них подвійних зв’язків піддається окисню�
вальному знебарвленню [2].

Рис. 5. Хроматограма каротиноїдів, розділених
у системі розчинників ацетон–петролейний

ефір (1:4): 
а — для штамів Cd orange, F.UV та 21091 (зліва
направо) у видимому світлі; б — при УФ�світлі

для штамів M #4.NG, D.UV та A.UV

а б

Рис. 6. Спектри досліджуваних сполук в етанолі

А
ζ�каротин

Б
β�каротин�5,8�епоксид

В
Цис�астаксантин

Е
HDCO

Д
Зеаксантин

Г
Транс�астаксантин
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Усі досліджувані нами штами продуку�
ють безбарвну сполуку з Rf 0,49, яка флуо�
ресціює за дії УФ. Під час дослідження
спектральних характеристик встановлено,
що максимуми поглинання цієї сполуки
подібні до наведених у літературі даних для
фітоєну (результати не подано). Фітоєн —
попередник у синтезі великої кількості ка�
ротиноїдів, які в основному є забарвленими
сполуками. 

Відома класифікація мутантних штамів
дріжджів P. rhodozyma [30], за якою виділя�
ють три групи β�каротин�акумулюючих

штамів, а саме: β�каротин�домінуючі, β�ка�
ротин�астаксантин�продукуючі та β�каро�
тин зі слідовим вмістом проміжних сполук
біосинтезу астаксантину. В наших дослі�
дженнях практично всі штами незалежно
від методу селекції можна віднести до двох
останніх груп запропонованої градації, крім
штаму 8UV, який продукує в основному ас�
таксантин та фітоєн.

Таким чином, на основі селекції з вико�
ристанням селективних факторів отримано
групу мутантів дріжджів P. rhodozyma, які

Штам Об’єм нанесеного
екстракту, мкл

Rf
Ідентифікація 

каротиноїду
Характеристика пігментних

смуг

NRRL Y�17268 20,0 

0,25
0,3
0,49
0,78

Цис�астаксантин
Транс�астаксантин
Фітоєн
Каротин�5,8�епоксид

Червона, домінуюча
Блідо�рожева
Світиться в УФ
Оранжева

А.UV 20,0
0,45
0,49
0,81

Фоєнікоксантин
Фітоєн
α�зеакаротин

Червонувата
Світиться в УФ
Оранжева, домінуюча

D.UV 35,0
0,49
0,62
0,83

Фітоєн
HDCO
ζ�каротин

Світиться в УФ
Червонувата, швидко зникає
Жовта, домінуюча

F.UV 20,0
0,25
0,49
0,76

Цис�астаксантин
Фітоєн
Каротин

Червонувата
Світиться в УФ
Жовта, домінуюча

M #4. NG 20,0
0,23
0,49
0,78

Астаксантин
Фітоєн
Каротин�5,8�епоксид

Червонувата, ледь помітна
Світиться в УФ
Жовта, домінуюча

M #5. NG 20,0

0,3
0,49
0,54
0,58
0,72

Транс�астаксантин
Фітоєн
Криптоксантин
Кантаксантин
Ехіненон

Блідо�рожева
Світиться в УФ
Оранжева, домінуюча
Червоно�рожева, зникаюча
Жовта

8.UV 20,0 0,25
0,49

Цис�астаксантин
Фітоєн

Червона, домінуюча
Світиться в УФ

24G.UV 20,0 0,49
0,83

Фітоєн
ζ�каротин

Світиться в УФ
Оранжева, домінуюча

21091 20,0

0,25
0,31
0,49
0,69

Цис�астаксантин
Транс�астаксантин
Фітоєн
Неідентифікований

Червона, домінуюча
Блідо�рожева 
Світиться в УФ
Оранжева

Cd#7 50,0

0,1
0,31
0,49
0,62

Зеаксантин 
Транс�астаксантин
Фітоєн
HDCO

Червона, зникаюча
Червонувата 
Світиться в УФ
Фіолетова в УФ

Cd orange 50,0

0,25
0,31
0,49
0,58
0,78

Цис�астаксантин
Транс�астаксантин
Фітоєн
Кантаксантин
Каротин�5,8�епоксид

Червона
Червонувата (фіолетова в УФ)
Світиться в УФ
Рожева, зникаюча 
Жовта

Таблиця 3. Значення Rf каротиноїдів, екстрагованих 
з біомаси мутантних штамів дріжджів P. rhodozyma

Примітка. HDCO (3�гідрокси�3′, 4′�дигідро�β,ψ�каротен�4�он) [29].
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синтезують цис�астаксантин, транс�астак�
сантин, фоєнікоксантин, β�каротин, ζ�каро�
тин, фітоєн та зеаксантин. Найпродук�
тивніші мутанти утворюють 900–950 мкг
каротиноїдів на 1 г сухої біомаси. Основну
частину каротиноїдів у біомасі цих штамів
становить астаксантин. 

Автори висловлюють подяку к. б. н. Смут�
ку О. В. з відділу аналітичної біотехнології
Інституту біології клітини НАНУ за допомо�
гу в проведенні спектральних досліджень.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СОСТАВА 
КАРОТИНОИДОВ У МУТАНТОВ 

ДРОЖЖЕЙ Phaffia rhodozyma
(Xanthophyllomyces dendrorhous)
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Под воздействием ультрафиолетовых лу�
чей и нитрозогуанидина от штамма дрожжей
Phaffia rhodozyma NRRL Y�17268 получена
группа мутантов, способных образовывать
пигменты желтого, оранжевого, коричневого
и розового цвета. Пигменты мутантов экстра�
гированы и очищены с помощью тонкослойной
хроматографии, определены их хроматогра�
фическая подвижность и спектры поглощения
света. В биомассе полученных мутантов иденти�
фицированы цис�астаксантин, транс�астаксан�
тин, фоеникоксантин, β�каротин, ζ�каротин,
фитоен и зеаксантин. Самые продуктивные
мутанты образуют около 940 мкг каротинои�
дов на 1 г сухой биомассы, среди которых ос�
новную часть составляет астаксантин. 

Ключевые слова: дрожжи Phaffia rhodozyma,
каротиноиды, астаксантин, менадион, нитро�
зогуанидин.

INVESTIGATION OF CAROTENOIDS’
COMPOSITION IN THE YEAST MUTANTS

Phaffia rhodozyma 
(Xanthophyllomyces dendrorhous)
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Using ultraviolet rays and nitrosoguanidine,
from the wild strain of the yeast Phaffia
rhodozyma NRRL Y�17268, the mutants were
isolated that were able to produce pigments of
yellow, orange, brown, and pink color. The pig�
ments were extracted and purified by thin layer
chromatography, and characterized by their
chromathographic mobility and absorption 
spectra. Cis�astaxanthin, trans�astaxanthin,
phoenicoxanthin, β�carotene, ζ�carotene, phy�
toene and zeaxanthin from biomass of the isolat�
ed mutants were identified. The most efficient
strains produced about 940 μg carotenoids per
gram of dried biomass, among which astaxan�
thin gave the main part of them.

Key words: yeast Phaffia rhodozyma,  carote�
noids, astaxanthin, menadione, nitrosoguanidine.




