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ИЗУЧЕНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ ШТАММА SACCHAROMYCES 
CEREVISIAE ВКПМ Y-1693 К ФЕРМЕНТАТИВНЫМ ГИДРОЛИЗНЫМ 

СРЕДАМ

Е.А. Скиба, О.В. Байбакова 

В	 статье	 приведены	 результаты	 по	 изучению	 устойчивости	штамма	 Saccharomyces	
сerevisiae	ВКПМ	Y-1693	к	продуктам	своего	обмена	и	отсутствию	питательных	веществ	при	
длительном	культивировании	на	среде	солодового	сусла	и	дистиллированной	воде.	Устойчи-
вость	дрожжей	к	ферментативным	гидролизным	средам	изучена	методом	длительного	куль-
тивирования	и	методом	пересевов.	Показана	высокая	устойчивость	штамма	Y-1693	и	добро-
качественность	ферментативных	водных	гидролизатов	технических	целлюлоз	мискантуса	и	
плодовых	оболочек	овса.
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ВВЕДЕНИЕ

Применение микроорганизмов для по-
лучения биоэтанола является экологиче-
ски чистым способом. Основным продуцен-
том биоэтанола в России являются дрожжи 
Saccharomyces сerevisiae, применяемые в 
производстве этилового спирта с использова-
нием как пищевого, так и непищевого сырья. 

Из литературы известно, что гидролиза-
ты целлюлозосодержащего сырья не являют-

ся полноценной средой для культивирования 
дрожжей, поскольку в них недостаточное со-
держание азотных и фосфорных соединений, 
отсутствуют витамины и стимуляторы роста, и, 
кроме того, в них могут содержаться различные 
вредные примеси, снижающие биологическую 
доброкачественность сред и нарушающие нор-
мальные физиологические функции дрожжей 
(например, фурфурол, оксиметилфурфурол, 
формальдегид, лигногуминовые вещества). 
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Спиртообразующие расы дрожжей долж-
ны быстро накапливать максимальное коли-
чество этилового спирта, используя при этом 
все сбраживаемые сахара среды, сбраживать 
сахара в возможно короткий промежуток вре-
мени, быть устойчивыми к посторонней микро-
флоре, быть стойкими к своим продуктам об-
мена и неблагоприятным условиям внешней 
среды [1-3]. 

Целью данной работы являлось изучение 
устойчивости дрожжей к ферментативным ги-
дролизным средам, полученных ферментоли-
зом технических целлюлоз мискантуса и пло-
довых оболочек овса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследований являлся штамм 

Saccharomyces сerevisiae Y-1693 Всероссий-
ской коллекции промышленных микроорганиз-
мов (г. Москва). Штамм был выделен из фер-
ментера Котласского целлюлозно-бумажного 
комбината и использовался для производства 
этанола на гидролизатах древесины. Особен-
ностью штамма является его устойчивость к 
вредным примесям гидролизатов.

С целью изучения устойчивости штамма к 
продуктам собственного обмена и отсутствию 
в среде питательных веществ штамм культи-
вировали в термостате в течение 12 месяцев 
на двух средах: стерильном солодовом сусле 
(среда А) и стерильной дистиллированной 
воде (среда Б) при температуре 28 ºС. В сте-
рильное неохмелённое солодовое сусло и сте-
рильную дистиллированную воду было внесе-
но по 5  % засевных дрожжей, находящихся в 
экспоненциальной фазе развития и имеющих 
следующие характеристики: общее количе-
ство – 135 КОЕ/мл; из них 14  % почкующихся, 
80  % упитанных и 0  % мёртвых. После внесе-
ния дрожжей среды были стерильно разлиты 
в стеклянные химические пробирки по 10 мл в 
каждую и закрыты ватно-марлевыми пробка-
ми. С целью исключения возможности инфи-
цирования для проведения текущих анализов 
каждый раз отбиралась одна пробирка. 

Через 12 месяцев культивирования дан-
ные дрожжи, отличающиеся только историей 
популяции [4], были использованы как иноку-
лят для синтеза этанола на эталонной среде 
солодового сусла. Стерильное солодовое сус-
ло характеризовалось содержанием сухих ве-
ществ – 11  % (по рефрактометру), концентра-
цией редуцирующих веществ (РВ) – 40 г/л, рН 
5,5 ед. рН. Спиртовое брожение на эталонной 
среде проводилось в анаэробных условиях 
при 28 ºС в течение трех суток. 

Далее были проведены опыты по опре-
делению устойчивости S. сerevisiae ВКПМ 
Y-1693 к ферментативным водным гидроли-
затам (ФВГ) технических целлюлоз (ТЦ) ми-
скантуса и плодовых оболочек овса (ПОО) 
– двух основных видов сырья, используемых 
для получения биоэтанола в ИПХЭТ СО РАН. 
Использовались целлюлоза мискантуса, полу-
ченная азотнокислым способом (АС) и цел-
люлоза ПОО, полученная комбинированным 
способом (КС). ФВГ получены ферментолизом 
целлюлоз в водной среде смесью ферментных 
препаратов «Брюзайм BGX», «Целлолюкс-А» 
и «Рапидаза-CR», более подробно описание 
получения гидролизатов описано в [5]. Харак-
теристики ФВГ ТЦ приведены в таблице 1. 

Таблица 1 – Характеристики ферментативных 
водных гидролизатов ТЦ

Характеристика 
ФВГ

ТЦ, используемая для 
получения ФВГ и спо-

соб варки ТЦ
ТЦ М 
(АС)

ТЦ ПОО
(КС)

ТЦ ПОО 
(АС)

Концентрация 
РВ, г/л,
в том числе 
пентоз, г/л

56,7

1,7

48,6

3,1

50,0

–
Активная 
кислотность, ед. 
рН

4,6-4,7 4,6-4,7 4,6-4,7

Постановку исследований устойчивости 
штамма к ФВГ ТЦ осуществляли двумя спосо-
бами:

– длительным культивированием в термо-
стате;

– методом пересевов.
Длительное культивирование осущест-

вляли следующим образом. В гидролизаты 
внесено по 10 г/л сульфата аммония для до-
полнительного азотного питания дрожжей, 
среды стерилизованы в автоклаве в течение 
30 минут при 0,5 атм. После проверки сте-
рильности в среды внесено по 5  % засевных 
дрожжей, находящихся в экспоненциальной 
фазе развития и имеющих следующие харак-
теристики: общее количество – 158,5 КОЕ/мл; 
из них 19  % почкующихся, 70  % упитанных и 
1  % мёртвых. Среды с внесёнными дрожжами 
были разлиты в химические пробирки анало-
гично условиям, описанном выше. Культиви-
рование на средах ФВГ проводилось в тече-
ние трёх месяцев.

Проверка устойчивости к гидролизату 
методом пересевов заключается в последова-
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тельном пересеве засевных дрожжей, выра-
щенных на эталонной среде, на анализируе-
мую среду. Метод применяется в производстве 
хлебопекарных дрожжей, устойчивыми счита-
ются дрожжи, выдерживающие 6 пересевов 
на анализируемую мелассу без снижения 
генеративной и/или бродильной активности, 
меласса при этом считается доброкачествен-
ной [6]. Устойчивость штамма ВКПМ Y-1693 
определялась на среде ФВГ технической цел-
люлозы ПОО, полученной азотнокислым спо-
собом. Было проведено 8 пересевов дрожжей 
в нативный гидролизат, длительность каждого 
пересева составила 3 суток. Отбор проб для 
определения РВ, микробиологических показа-
телей проводился ежесуточно, отбор проб для 
определения объемной доли этанола произво-
дился на 2 и 3 сутки. Культивирование прово-
дилось при 28 ºС, в анаэробных условиях, рН 
поддерживался на уровне 4,7. Было внесено 
10  % суспензии засевных дрожжей, находя-
щихся в экспоненциальной фазе развития и 
имеющих следующие характеристики: общее 
количество – 120 КОЕ/мл; из них 13,3  % поч-
кующихся, 5  % упитанных и 0  % мёртвых.

Общая численность дрожжей выявлялась 
с использованием камеры Горяева. Морфофи-
зиологические характеристики дрожжей (ко-
личество почкующихся, упитанных и мёртвых 
клеток) определялись согласно методикам, 
принятым в спиртовой отрасли [6]. Концентра-
ция РВ устанавливалась спектрофотометри-
чески с помощью реактива 3,5-динитросали-
циловой кислоты (спектрофотометр «UNICO» 
UV-2804, США) в пересчёте на глюкозу, актив-
ная кислотность измерялась потенциометри-
чески (рН-метр Checer-1), крепость бражек 
(объемная доля спирта) определялась арео-
метром для спирта в дистилляте, полученном 
после предварительной перегонки спирта из 
бражки, согласно ГОСТ Р 51135-98-2003. По 
крепости полученных бражек и концентрации 
РВ в исходной среде рассчитывался выход 
этанола.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Изучение устойчивости штамма к продук-

там своего обмена и отсутствию питательных 
веществ в среде

Изменение общей численности дрож-
жей в процессе культивирования в течение 12 
мес. на среде солодового сусла и дистилли-
рованной воде показано на рисунке 1. Однако 
представленные данные нельзя считать одно-
значными, поскольку жидкость в пробирках, 

закрытых ватно-марлевыми пробками, посте-
пенно испарялась, и через 6 мес. вместо 10 мл 
осталось 2 мл. Таким образом, реальная чис-
ленность через 6 мес. культивирования мень-
ше в пять раз и составляет 146 млн. КОЕ/мл 
на среде солодового сусла (что соответствует 
их численности через 1 мес. культивирования 
на данной среде) и 5,2 млн. КОЕ/мл – на дис-
тиллированной воде (что в 3 раза меньше, чем 
через 1 мес. их культивирования на данной 
среде).
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Рисунок 1 – Изменение общей численности 
дрожжей в процессе культивирования 
на среде солодового сусла (среда А) 
и дистиллированной воде (среда Б)

Результат оказался неожиданным: дрож-
жи демонстрируют устойчивость к продуктам 
собственного обмена и исключительную жиз-
неспособность на обеих средах. Численность 
дрожжей на дистиллированной воде ниже в 10 
раз, что вполне обосновано, т.к. питательных 
веществ в среде не было. Упитанных клеток 
на дистиллированной воде не наблюдалось, 
на среде солодового сусла их доля состави-
ла 70 % на вторые сутки культивирования, а к 
9-ым – сократилась до 1  %. Доля почкующих-
ся клеток также экспоненциально уменьша-
лась в процессе культивирования (рисунок 1). 
Тем не менее через 6 мес. 4  % клеток на сре-
де солодового сусла и 3  % на дистиллирован-
ной воде продолжали почковаться. В данных 
условиях можно предположить, что мёртвые 
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клетки являются субстратом для живых. Через 
6 мес. доля мёртвых клеток на обеих средах 
составила 90-96 %.

Через 12 мес. жидкость в пробирках пол-
ностью испарилась, дрожжи были равномерно 
распределены на дне и стенках пробирок на 
высоте до 1 см. Для их извлечения в пробирки 
было добавлено 10 мл стерильного солодово-
го сусла, а через сутки культивирования содер-
жимое пробирок использовано как инокулят 
и внесено с соблюдением правил асептики в 
количестве 7  % в стерильное солодовое сус-
ло с целью биосинтеза этанола на эталонной 
среде.

Поставили три варианта биосинтеза с ис-
пользованием в качестве инокулята популя-
ций дрожжей, имеющих разную историю:

А – 12 мес. культивирования на солодо-
вом сусле;

Б – 12 мес. культивирования на дистилли-
рованной воде;

контроль – двухсуточная культура, куль-
тивированная на солодовом сусле.

Во всех вариантах дрожжи находились в 
хорошем морфофизиологическом состоянии 
на протяжении 3 суток брожения. Через сутки 
брожения общее количество клеток для кон-
троля составляло 172 млн. КОЕ/мл, доля упи-
танных 90  %, почкующихся 11,6  %, мертвых 
0 %; для варианта А: общее количество клеток 
186,6 млн. КОЕ/мл, упитанных 90  %, почку-
ющихся 12,3  %, мертвых 0 %; для варианта 
Б: общее количество клеток 199,5 млн. КОЕ/
мл, упитанных 90  %, почкующихся 16  %, 
мертвых 0 %. При микроскопировании на-
блюдались клетки дрожжей овальной формы, 
среднего размера: от 5,0х7,5 до 7,5х10,0 мкм. 

Факт увеличения генеративной актив-
ности для вариантов А и Б по сравнению с 
контролем был зафиксирован и через 8 мес. 
культивирования, так же с преимуществом 
варианта Б. Ответом популяций на экстре-
мальные условия существования стал, по-
видимому, стабильный синтез конститутивных 
ферментов, позволивший увеличить их гене-
ративную активность в благоприятной пита-
тельной среде.

Главным показателем эффективности 
брожения является выход этанола. Макси-
мальное накопление этанола для всех вариан-
тов наблюдается уже на вторые сутки. Выход 
этанола и экономический коэффициент бро-
жения приведен в таблице 2. Выход этанола 
рассчитан по стехиометрическому уравнению: 
40 г/л РВ в сусле позволит получить этанол 
крепостью 2,6 об. %, что соответствует тео-

ретическому выходу 100  %. Экономический 
коэффициент представляет собой отношение 
концентрации продукта (этанола) к концентра-
ции субстрата (РВ).

Сравнение выхода этанола, полученного 
с использованием дрожжей, имеющих разную 
историю популяции, показывает, что больший 
выход этанола по сравнению с контролем обе-
спечивает инокулят, полученный длительным 
культивированием на дистиллированной воде. 
Можно сделать вывод, что продукты обмена 
оказывают негативное воздействие на клетки 
дрожжей и их присутствие в среде более кри-
тично, чем отсутствие в среде питательных 
веществ.

Таблица 2 – Выход этанола и экономический 
коэффициент брожения в зависимости от 

истории популяции

Показатель
Вариант

А Б Конт-
роль

Крепость бражки, 
об. % 1,9 2,1 2,2

Экономический 
коэффициент P/S 0,47 0,52 0,55

Выход 
этанола,  % от 
теоретического

73 81 85

Таким образом, культивирование дрож-
жей на средах, не содержащих вредных при-
месей, позволяет клеткам сохранить свою 
биохимическую активность в течение очень 
длительного времени. Ранее нами было пока-
зано, что вредные примеси, содержащиеся в 
нецелевых гидролизатах целлюлозосодержа-
щего сырья (на примере мискантуса), угнета-
ют жизнедеятельность дрожжей уже на вторые 
сутки культивирования [7].

Определение устойчивости штамма к 
ферментативным водным гидролизатам тех-
нических целлюлоз мискантуса и плодовых 
оболочек овса 

При культивировании штамма на ФГВ ТЦ 
М и ФВГ ТЦ ПОО в течение 80 сут не наблюда-
лось снижения общего количества дрожжевых 
клеток (рисунок 2), затем их численность мед-
ленно снижается. Длительная стационарная 
фаза указывает на доброкачественность пита-
тельных сред. Объяснить, почему численность 
дрожжей на среде ФВГ ТЦ М почти в 2 раза 
выше, чем на ФВГ ТЦ ПОО, достаточно слож-
но, поскольку различались не только виды сы-
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рья, но и способы получения самих ТЦ. Этот 
вопрос требует дополнительного изучения.

Морфофизиологических различий при 
культивировании штамма на ФВГ ТЦ М и ФВГ 
ТЦ ПОО не обнаружено. На обоих видах сред 
доля почкующихся клеток с 50  % на вторые 
сутки культивирования снизилась до 15  % че-
рез 80 сут. Доля упитанных клеток составила 
10  % на вторые сутки культивирования, а на 
пятые сутки снизилась до 0  %. Мёртвых кле-
ток на вторые сутки не зарегистрировано, а че-
рез 90 суток их доля составила 80 %.
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Рисунок 2 – Зависимость общего 
количества дрожжей от продолжительности 

культивирования на ферментативных 
гидролизатах

Хорошее морфофизиологическое со-
стояние дрожжей косвенно указывает на от-
сутствие в средах вредных примесей (фурфу-
рола, оксиметилфурфурола, летучих кислот, 
формальдегида, лигногуминовых и других 
веществ, характерных для химических гидро-
лизатов). Можно сделать вывод, что дрожжи 
достаточно устойчивы к гидролизным средам, 
что указывает на высокое качество ФВГ ТЦ М 
и ФВГ ТЦ ПОО. 

Сравнивая кривые роста, представлен-
ные на рисунках 2 и 1, отметим, что на среде 
солодового сусла и на дистиллированной воде 
не наблюдается снижения численности дрож-
жей через 3 мес. культивирования, в отличие 
от сред ФВГ. Следовательно, в средах ФВГ всё 
же содержится небольшое количество небла-
гоприятных примесей, представленных, пред-
положительно альдегидами, зафиксирован-
ными в этаноле, полученном биосинтезом на 
этих средах, методом ГЖХ [8]. 

Чтобы оценить влияние этих примесей на 
процесс спиртового брожения, устойчивость 
к ФВГ ТЦ ПОО была определена вторым ме-
тодом: по количеству пересевов, которые вы-

держивают дрожжи на данной среде. Физиоло-
гические показатели дрожжей на первые сутки 
брожения после каждого пересева приведены 
в таблице 3. Фактически все показатели на-
ходятся примерно на одном уровне в каждом 
пересеве, кроме II. Возможно, это связано с 
адаптивными процессами, происходящими 
в клетках. Через 8 пересевов дрожжи демон-
стрируют более высокие физиологические по-
казатели.

Таблица 3 – Физиологические показатели 
дрожжей в процессе пересевов на ФВГ ТЦ 

ПОО (24 часа брожения)

№ 
пере-
сева

Количество дрожжей

всего, 
млн. 

КОЕ/мл

почкую-
щихся, 

%

упи-
танных, 

%
мерт-

вых, %

I 113,5 11,4 95 1
II 41,0 7,8 35 3
III 92,0 15,2 70 1
IV 71,3 12,8 80 1
V 63,1 9,4 80 1
VI 87,5 12,6 90 1
VII 100,5 13,9 80 1
VIII 98,6 11,2 75 1

Изменения концентрации РВ в течение 
8-ми последовательных пересевов дрожжей 
на ФВГ ТЦ ПОО представлено на рисунке 3.
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Рисунок 3 – Изменения концентрации РВ 
в течение 8-ми последовательных пересевов 

дрожжей на ФВГ ТЦ ПОО

Для всех пересевов кривые убыли РВ 
фактически совпадают. В первые двое суток 
брожения расходуется основная часть саха-
ров и образуется максимальное количество 
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этанола, выход которого приведен в таблице 4.

Таблица 4 – Выход этанола и экономический 
коэффициент брожения в зависимости от 

числа пересевов

№ 
пере-
сева

Показатель

Крепость 
бражки, 
об. %

Экономический 
коэффициент 

P/S

Выход 
этанола,  

% от 
теорети-
ческого

I 1,9 0,39 59,4
II 1,8 0,36 56,3
III 2,5 0,50 78,0
IV 2,2 0,44 69,0
V 1,5 0,30 56.0
VI 1,7 0,34 53,0
VII 1,8 0,36 56,3
VIII 1,8 0,36 56,3

Биосинтетическая способность дрожжей 
не снижается после 8-ми пересевов, выход 
этанола остается на уровне 56,3  %, следова-
тельно, гидролизаты являются биологически 
доброкачественными, пригодными для полу-
чения биоэтанола, и не нуждаются в дополни-
тельной технологической обработке для осво-
бождения их от вредных примесей.

Выход выработанного штаммом этанола 
невысок, что свидетельствует о необходимо-
сти введения в состав среды дополнительного 
азотного и фосфорного питания, а также вита-
минов.

ВЫВОДЫ
Показано, что через 12 мес. культиви-

рования штамма Saccharomyces сerevisiae 
ВКПМ Y-1693 на среде солодового сусла и на 
дистиллированной воде сохраняется их био-
синтетическая активность по этанолу и гене-
ративная способность. Штамм устойчив как к 
продуктам своего обмена, так и к отсутствию 
питательных веществ в среде, с преимуще-
ством второго фактора.

Выявлена устойчивость дрожжей к фер-
ментативным водным гидролизатам техниче-
ских целлюлоз мискантуса и плодовых оболо-
чек овса. Показано, что гидролизаты являются 
биологически доброкачественными.
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