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В статье представлены результаты изучения но-
вых штаммов дрожжей S. cerevisiae, выделенных 
из популяций, обитающих в условиях виноград-
ников и мест ферментации в Дагестане. Культуры 
(14 штаммов), изолированные накопительным 
способом, идентифицированы на основе анализа 
нуклеотидных последовательностей ITS1-5.8S-
ITS2 региона и D1/D2 доменов региона 26S (LSU) 
рДНК. Штаммы хранятся в коллекции дрожжей 
лаборатории биохимии и биотехнологии При-
каспийского института биоресурсов, а также в 
коллекции дрожжей кафедры биологии почв 
факультета Почвоведения МГУ. Дрожжи культи-
вировали в питательной среде, приготовленной 
на азотной основе (YNB) с добавлением 15,0 г/100 
см3 глюкозы. После окончания брожения в среде 
определяли технологически значимые соедине-
ния – летучие кислоты, титруемые кислоты, диок-
сид серы (SO2) а также суммарную антиоксидант-
ную активность (САА). Метаболизм всех штаммов 
характеризовался образованием летучих, титру-
емых кислот и диоксида серы в пределах 1,2– 
1,9 г/дм3, 3,0–3,8 г/дм3, 6,4–16,0 мг/дм3, соответ-
ственно. САА, в зависимости от физиолого-био-
химических свойств культуры, возрастала, снижа-
лась или оставалась неизменной. Отмечена тен-
денция – штаммы, продуцировавшие более 10,0 
мг/дм3 SO2, способствовали росту антиоксидант-
ной активности среды, при этом прямой зависи-
мости между этими величинами не наблюдали. 
Показано, что значительное количество штаммов 
(>80,0%), в том числе изолированных из природы, 
проявили устойчивость при содержании в среде  
100 мг/дм3 свободного диоксида серы.
Ключевые слова: летучие кислоты; титруе-
мые кислоты; диоксид серы (SO2); суммарная 
антиоксидантная активность.
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The article presents study findings on new S. cerevisiae yeast strains isolated 
from the populations found in the vineyards and fermentation sites of Dagestan. 
The cultures (14 strains) isolated by cumulative method were identified based 
on analysis of the nucleotide sequences of the ITS1-5.8S-ITS2 region and D1/D2 
domains of the 26S region (LSU) of rDNA. The strains are stored in the yeast 
collection of the laboratory of biochemistry and biotechnology of the Caspian 
Institute of Bioresources, as well as in the yeast collection of the Department 
of Soil Biology of the Faculty of Soil Science, Moscow State University. The 
yeasts were cultivated in a nutrient medium prepared on a nitrogen basis (YNB) 
with the addition of 15.0 g/100 cm3 of glucose. After the end of fermentation in 
the medium, technologically significant compounds were determined - volatile 
acids, titrated acids, sulfur dioxide (SO2), and total antioxidant activity (CAA). 
The metabolism of all strains was characterized by formation of volatile, titrat-
able acids and sulfur dioxide in the range of 1.2–1.9 g/dm3, 3.0–3.8 g/dm3, 6.4– 
16.0 mg/dm3, respectively. Depending on the physiological and biochemical 
properties of the culture, CAA increased, decreased or remained unchanged. 
The tendency was registered of the strains producing more than 10.0 mg/dm3 
SO2 to stimulate the antioxidant activity of the medium, while no direct cor-
relation was observed between the values. It is demonstrated that a significant 
number of strains (> 80.0%), including those isolated from nature, showed sta-
bility when the content of free sulfur dioxide in the medium was 100 mg/dm3.
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Введение. Среди многообразия дрож-
жей, распространенных на виноград-
никах, важным объектом исследова-

ния остаются культуры S. cerevisiae. Изо-
ляция из природных локусов S. cerevisiae, 
используемых во всем мире в качестве фер-
ментаторов при производстве вин, реаль-
ный путь для поиска штаммов, способных 
эффективно воздействовать на формиро-

вание типа и качества вин разных категорий. Изучение техно-
логической ценности дрожжей традиционно включает как ис-
следование их способности к продуцированию диоксида серы, 
так и устойчивости к SO2, применяемому в виноделии на всех 
этапах технологического цикла с учетом его антимикробных, 
антиокислительных, экстрагирующих и других свойств.

В зависимости от штаммовых особенностей находится об-
разование количества летучих кислот, допустимая концентра-
ция которых в готовых винах регламентируется и поэтому это 
свойство учитывается при выборе стартовых культур.

В последние годы большое внимание уделяется определе-
нию антиоксидантной активности как интегрального показа-
теля нового вида качества биологической ценности вин [1-4]. 
САА может складываться как из антиоксидантов винограда, 
в первую очередь фенольных соединений, так и компонентов, 
синтезируемых дрожжами.

В последнее время дрожжи вызывают интерес как объекты, 
способные синтезировать антиоксиданты, которые, являясь 
природными соединениями, могут заменить синтетические. 
Тестирование дрожжей, полученных несколькими способами 
на разных средах, показал их способность продуцировать со-
единения, обладающие антиоксидантной активностью. В каче-
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стве высокоактивных продуцентов авторы выделяют 
штаммы Hansenula anomala  и  Rhodotorula glutinis [5].

Антиоксидантные свойства вин и дрожжей в ос-
новном связывают с высокомолекулярными соедине-
ниями. Установлено, что к ним относятся, например, 
соединения, имеющие в своем составе SH–группы 
(глутатион, серосодержащие аминокислоты) или аро-
матические кольца, связанные с одной или нескольки-
ми гидроксильными группами [6]. В последние годы 
большое внимание уделяется вопросу продуцирова-
ния дрожжами S. cerevisiae мелатонина, являющегося 
мощным антиоксидантом, отмечается зависимость 
его образования от штаммовой принадлежности  
[7, 8]. Кроме того известно, что антиоксидантные 
свойства проявляют многие низкомолекулярные со-
единения, значение которых повышается в условиях, 
когда ферментативная антиоксидантная активность 
становится неэффективной. К ним относятся различ-
ные по структуре и химическим свойствам соедине-
ния, способные взаимодействовать с кислородными 
и органическими радикалами и ингибировать проте-
кание свободнорадикальных процессов в клетках, од-
ним из них является диоксид серы [9, 10].

Недавно было открыто, что SО2 относится к га-
зотрансмиттерам (газовые медиаторы) – эндогенно 
синтезируемым молекулам газов, выполняющим в 
организме важные клеточные функции, которые до 
выявления их природы были известны лишь как ток-
сические вещества. Газовые медиаторы составляют 
единый комплекс веществ и являются новым видом 
биорегуляторов [11]. Было обнаружено, что диоксид 
серы эндогенно образуется в сердечно – сосудистой 
системе [12]. Открытие эндогенного SО2 у млекопита-
ющих обнаружило его протекторное действие – анти-
оксидантное, противовоспалительное, антигипертен-
зивное и антиатерогенное [13].

Диоксид серы как натуральный побочный продукт 
брожения является также промежуточным метаболи-
том дрожжей на пути ассимиляции сульфатов, приво-
дящим к синтезу серосодержащих аминокислот [14]. 
Выделение дрожжами SО2 наблюдается как при аэроб-
ных, так и анаэробных условиях, зависит от расы дрож-
жей и тесно связано с энергетическими процессами, 
происходящими в клетке. Накопление диоксида серы 
при сбраживании виноградного сусла зависит от ис-
ходной сахаристости, рН, температуры брожения [15].

Цель работы: тестирование дрожжей S. cerevisiae 
на способность к образованию диоксида серы, лету-
чих и титруемых кислот, суммарной антиоксидантной 
активности в зависимости от штамма.
Материалы и методы исследования

Объекты исследования: штаммы дрожжей  
S. cerevisiae, выделенные из популяций, обитающих в 
условиях виноградников и мест ферментации в Даге-
стане [16, 17].

Все штаммы генетически идентифицированы и 
хранятся в коллекции дрожжей лаборатории био-
химии и биотехнологии Прикаспийского института 
биоресурсов, а также в коллекции дрожжей кафедры 
биологии почв факультета Почвоведения МГУ.

При изучении метаболизма дрожжей применяли 
сбалансированную по питательным веществам среду, 
содержащую 6,7 г/л азотной основы (YNB), рекомен-

дуемую в литературе [18], куда добавляли глюкозу в 
количестве – 15,0 г/100 см3. Микрозасев биомассы 
дрожжей осуществляли микробиологической петлей 
(0,03-0,05 см), ферментацию проводили при темпер-
туре 22-23оС, контроль осуществляли визуально. По-
сле окончания ферментации культуральную жидкость 
декантировали с уплотненного дрожжевого осадка и 
измеряли в ней массовую концентрацию антиокси-
дантов. Контрольным вариантом служила исходная 
среда, где САА за счет входящих в ее состав амино-
кислот – метионина, который является признанным 
природным антиоксидантом, триптофана, витами-
нов, микроэлементов была на уровне 22,6 мг/дм3.

При изучении устойчивости штаммов к свободной 
SО2 в среду вводили разрешенный ГОСТом Р54956-
2012 пиросульфит калия (K2S2O5) в количестве, обе-
спечивающем концентрацию свободного диоксида 
серы 100,0 мг/дм3. Массовую концентрацию сахаров 
и титруемых кислот опрделяли по ГОСТам Р 13192-73 
и Р 32114-2013 соответственно, диоксида серы и ле-
тучих кислот, объемную долю спирта по методикам, 
принятым в энохимии [19]. 

Суммарную антиоксидантную активность изме-
ряли на приборе ЦВЕТ ЯУЗА 01-АА, используя гра-
дуировочный график зависимости выходного сигнала 
от концентрации галловой кислоты [20]. 

Тестирование исследуемых штаммов на устойчи-
вость к диоксиду серы экзогенного происхождения 
дрожжей вида S. cerevisiae проводили на среде, приго-
товленной на азотной основе с массовой концентра-
цией сахаров – 5,0 г/100 см3 и свободного диоксида 
серы – 100 мг/дм3.
Результаты исследований и их обсуждение

Количество титруемых и летучих кислот является 
обязательным при характеристике вин и регламенти-
руется ГОСТами и технологическими инструкциями 
для различных типов.

Так, в столовых винах допустимое количество ти-
труемых кислот составляет, г/дм3, не менее 3,5, лету-
чих кислот варьирует пределах 0,9–1,2 (ГОСТ 32030-
2013). В игристых винах титруемая кислотность долж-
на находиться в интервале, г/дм3 – 5,0–8,0, летучих 
кислот 1,0–1,2 (ГОСТ 33336-2015).

О способности опытных культур регулировать 
кислотность среды судили по массовой концентрации 
титруемых и летучих кислот в образцах, полученных с 
их участием, которая согласно данным, представлен-
ным в таблице, возрастала во всех вариантах.

Продуцирование летучих кислот варьировало в 
пределах 1,2–1,9 г/дм3, минимальная концентрация 
отмечена в вариантах, полученных с использовани-
ем штаммов 226, 256, максимальная – 255, 285, выде-
ленных из виноградников. Генерирование титруемых 
кислот осуществлялось всеми штаммами, количество 
зависело от их индивидуальных особенностей и нахо-
дилось в пределах 3,0–3,8 г/дм3.

Способность к образованию эндогенного диоксида 
серы отмечали во всех опытах, его концентрация за-
висела от свойств штамма и варьировала в интервале  
6,4 – 16,0 мг/дм3.

Анализ величины антиоксидантной активности 
среды показал как стабильность, так и различную на-
правленность ее изменения при брожении (рис.1). 
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Снижение значения этого показателя отмечено в 
вариантах с использованием штаммов – 249, 255, 
256, 295, возрастание – 298, 285, 248, 251, 232, 252, 
283, 226, в образцах – 250, 253 она практически не 
изменилась. Известно, что функция антиоксидант-
ных систем заключается в создании оптимального 
уровня активных форм кислорода (АФК), основ-
ным местом образования которых при аэробиозе 
являются митохондрии клеток, замещаемые в ана-
эробиозе промитохондриями с редуцированными 
функциями [21, 22].

Различная направленность изменения САА, 
очевидно, обусловлена физиолого–биохимически-
ми свойствами штаммов, влияющими на состав 
антиоксидантов, который может складываться из 
компонентов среды, полностью не используемых 
при ферментации, а также метаболитов различной 
химической природы и возожно ферментов, про-
дуцируемых культурами.

Сравнительный анализ интегральной антиок-
сидантной активности культуральной жидкости и 
уровня образования эндогенного диоксида серы, 
одного из компонетов САА, показал определен-
ную тенденцию – в 8 вариантах из 9 (штамм 295), 
где культуры продуцировали более 10,0 мг/дм3 
SO2, отмечался рост антиоксидантной активности 
по сравнению с исходной средой (рис. 2). При этом 
прямой зависимости между суммарной антиок-
сидантной активностью и количеством диоксида 
серы не отмечалось, что объяснимо многокомпо-
нентностью среды, структурой и взаимодействием 
ее составляющих, а также тем, что в САА участвует 
только свободная форма диоксида серы.

Для винных дрожжей диоксид серы является, 
в основном, не фунгицидным, а фунгистатическим 
средством. Доза вводимого SО2 в качестве превен-
тивной меры зависит от степени зрелости и сани-
тарного состояния винограда, величины рН и тем-
пературы сусла.

Когда виноград сильно поврежден и темпера-
тура сусла больше 20°С, его концентрация дово-
дится до 150-200 г/дм3 [23]. 

Диоксид серы оказывает непосредственное не-
гативное воздействие на дрожжевые клетки. Уже 
в малых дозировках, проникая через плазматиче-
скую мембрану, он приводит к быстрому расще-
плению в клетке тиамина и менее выраженных – 
тиаминфосфата и тиаминпирофосфата. При этом 
в большей или меньшей степени инактивируются 
зависящие от тиаминпирофосфата ферменты – пи-
руватдекарбоксилаза и транскаталаза и снижается 
содержание АТФ [24].

При тестировании штаммов на устойчивость 

к диоксиду серы опыт ставили в двух повторностях, в 
каждом варианте отмечали начало брожения, наблюде-
ние вели в течение 14 дней. Полученные данные показа-
ли, что из 14 протестированных культур, устойчивость 
к действию SО2 проявили 12 штаммов, среди которых 
– 283, 285, 232, 250, 252, 253 характеризовались более 
кратким периодом адаптации. 
Выводы. Штаммы дрожжей S. cerevisiae, выделенные 
из различных местообитаний, при культивировании на 
сбалансированной по питательным компонентам синте-
тической среде (YNB), проявили способность к образо-
ванию летучих кислот в пределах 1,2–1,9 г/дм3 и титруе-
мых в интервале 3,0–3,8 г/дм3. Синтез эндогенного диок-
сида серы был характерен для всех культур и колебался в 
интервале 6,4–16,0 мг/дм3. Выявлено, что при брожении 
штаммы, в зависимости от физиолого-биохимических 
свойств, вносили различный вклад в антиоксидантную 
активность среды. В вариантах, где уровень продуциру-
емого SО2 превышал 10,0 мг/дм3, отмечена тенденция к 
росту САА, при этом прямой зависимости между этими 
величинами не наблюдали.

Показано, что при содержании в среде свободного 
диоксида серы на уровне 100 мг/дм3 более 80,0% штам-
мов, в том числе выделенные из природы, проявили 

Таблица. Массовая концентрация летучих, титруемых кислот, диоксида серы
Table. Mass concentration of volatile, titratable acids, sulfur dioxide

Показатели
Культуральная среда

исход-
ная

после ферментации на штаммах
226 232 248 249 250 251 252 253 255 256 283 285 295 298

Титруемые кислоты, г/дм3 0,5 3,2 3,5 3,4 3,5 3,2 3,5 3,5 3,5 3,3 3,1 3,5 3,8 3,0 3,7
Летучие кислоты, г/дм3 0,0 1,2 1,6 1,4 1,4 1,3 1,6 1,3 1,6 1,9 1,2 1,7 1,9 1,4 1,4
SO2, мг/дм3 0,0 12,8 12,8 16,0 6,4 6,4 12,8 10,2 8,9 6,4 6,4 12,8 15,4 11,5 15,4

Рис. 1. Суммарная антиоксидантная активность среды при 
культивировании разных штаммов S. cerevisiae
Fig. 1. The total antioxidant activity of the medium during 
cultivation of different of S. cerevisiae strains
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Рис. 2. Массовая концентрация SO2 (ряд 1) и антиоксидантов 
(ряд 2) среды при культивировании разных штаммов S. cerevisiae
Fig. 2. Mass concentration of SO2 (row 1) and antioxidants (row 2) of 
the medium during cultivation of different S. cerevisiae strains
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устойчивость.
Полученные данные расширяют сведения о спо-

собности эукариотной клетки к образованию SО2, 
кислотного комплекса, регулированию антиоксидан-
той активности среды и позволяют вести скрининг 
культур для дальнейшего изучения их в качестве стар-
товых при производстве вин.
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