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Аннотация. В последнее время на рынке винодельческой продукции растет спрос на «терруарные» вина. Их отличительная 
особенность заключается в уникальных ароматических и вкусовых характеристиках, которые формируются за счёт местности 
произрастания винограда, климатических условий, состава почвы и других факторов. Обычно при производстве таких вин 
используют процесс брожения на спонтанной микрофлоре винограда данной местности, что позволяет придать вину свою 
индивидуальность и уникальные органолептические характеристики. Однако такой способ производства вина нередко при-
водит к нежелательным последствиям, таким как остановка брожения или появление посторонних тонов во вкусе и аромате, 
которые могут быть вызваны повышенным содержанием вторичных продуктов, синтезируемых дрожжами. Решением данной 
проблемы может стать выделение и тщательный отбор микроорганизмов из конкретного терруара, что позволит снизить или 
даже исключить риск их появления. Целью настоящей работы являлось выделение и характеристика новых штаммов дрожжей 
S. cerevisiae по морфологическим, физиолого-биохимическим и технологическим параметрам, а также органолептическая оценка 
белых сухих виноматериалов, полученных с их помощью. Из проб спонтанно бродящего виноградного сусла было отобрано 
220 изолятов дрожжей, из которых в дальнейшую работу взято 97, характерных для рода Saccharomyces. Отобранные штаммы 
дрожжей были оценены по способности к синтезу сероводорода и уксусной кислоты, бродильной активности, устойчивости к 
стрессовым условиям. По результатам работы были выбраны штаммы с наилучшими технологическими характеристиками для 
дальнейшей оценки в условиях микровиноделия. В виноматериалах определяли физико-химические показатели и проводили 
органолептическое тестирование. В результате многоступенчатого скрининга отобрано 9 штаммов дрожжей сахаромицетов, 
которые могут быть использованы для апробации в виноделии при производстве белых сухих вин конкретного терруара с со-
хранением типичных свойств и органолептических характеристик.
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Abstract. In these days the demand for “terroir” wines is growing in wine market. Their distinctive feature lies in unique aroma and 
flavor characteristics, developed due to the area of grape growing, climatic conditions, soil composition and other factors. Typically, 
in the production of such wines, a fermentation process on the spontaneous grape microflora of a given area is used, which makes it 
possible to give the wine its own individual and unique organoleptic characteristics. However, this method of wine production osten 
leads to undesirable consequences, such as stopping of fermentation or appearance of foreign tones in flavor and aroma, which can be 
caused by an increased content of by-products synthesized by yeasts. A solution to this problem can be the isolation and careful selection 
of microorganisms from a specific terroir, which will reduce or even eliminate the risk of their appearance. The purpose of this work 
was to isolate and characterize new S. cerevisiae yeast strains according to morphological, physiological-biochemical and technological 
parameters, as well as an organoleptic assessment of dry white wines obtained with their help. From samples of spontaneously fermenting 
grape must, 220 yeast isolates were selected, 97 of which, typical for the genus Saccharomyces, were taken for further work. Selected 
yeast strains were assessed for their ability to synthesize hydrogen sulfide and acetic acid, fermentation activity, and resistance to stress 
conditions. Based on the results of the work, strains with the best technological characteristics were selected for further assessment 
under micro-winemaking conditions. Physicochemical parameters were determined in wines, and organoleptic testing was carried out. 
As a result of multi-stage screening, 9 Saccharomyces yeast strains were selected to be used for testing of a specific terroir in winemaking 
in the production of dry white wines with typical properties and organoleptic characteristics.
Key words: terroir; yeast isolates; fermentation activity; technological properties; genetic methods.
For citation: Lutkova N.Yu., Shalamitskiy M.Yu., Semenova K.A., Zagoruiko V.I. Selection of promising yeast strains for the 
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Введение
На сегодняшний день на рынке винодельческой 

продукции растёт популярность терруарного вина, 
к которому можно отнести вина защищенного наи-
менования места происхождения [1, 2]. Эти вина 

уникальны по своим ароматическим и вкусовым 
характеристикам, которые отражают особенности 
местности произрастания винограда, климатические 
условия, состав почв, дрожжей [3]. В последнее время 
при производстве таких вин виноделы отказываются 
от применения штаммов культурных дрожжей, а ис-
пользуют спонтанно заброженное сусло на дрожжах 
конкретной местности [4]. Благодаря этому вино и 
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приобретает свой характерный аромат и вкус терруа-
ра. В связи с чем для максимального раскрытия орга-
нолептических особенностей таких вин предлагается 
использование дрожжей, выделенных из винограда в 
местности его произрастания – терруара [5, 6].

Особое внимание уделяется изучению природ-
ных штаммов дрожжей винограда, их влияния на 
качественный состав химических соединений, синте-
зируемых во время спиртового брожения, а также на 
органолептические свойства вин, поскольку каждый 
штамм имеет индивидуальные особенности [7-10]. 
Также многими авторами показано, что существуют 
высокие штаммовые различия между дрожжами из 
виноградников одного и того же терруара [11-13]. В 
последнее время в европейских странах выполняют 
исследования по поиску штаммов винных дрожжей 
среди диких популяций [14, 15].

Анализ разнообразия популяций микроорганиз-
мов и формирование их коллекций является необхо-
димым начальным этапом в изучении вопроса о био-
химических и физико-химических характеристиках 
вин, производимых в различных винодельческих рай-
онах. Благодаря этому возможно получение и приме-
нение местных штаммов дрожжей в винодельческом 
производстве конкретного терруара.

В связи с этим актуальной задачей является по-
иск и выделение новых штаммов дрожжей из кон-
кретного места произрастания винограда, а также 
характеристика их свойств для совершенствования 
технологии производства уникальных терруарных 
вин [16–18]. 

Целью настоящей работы являлось выделение 
и оценка новых штаммов дрожжей вида S.  cerevisiae 
для производства терруарных белых сухих виномате-
риалов.

Объекты и методы исследований
Исследования проводились на базе лаборатории 

микробиологии ФГБУН «ВННИИВиВ «Магарач» 
РАН». 

Объектами исследования являлись изоляты 
дрожжей сахаромицетов, выделенных из проб спон-
танно бродящего сусла, полученных из винограда с 
участка в с.  Оползневое, Республика Крым. В каче-
стве контроля использовали коллекционный штамм 
Ркацители 6 (I-118) [19].

На первом этапе проводили выделение изолятов 
дрожжей, которое осуществляли из проб спонтанно 
бродящего виноградного сусла в начале (Н) и сере-
дине (С) (содержание сахаров определяли рефрак-
тометрически) брожения. Выделение осуществляли 
по следующей методике: пробы бродящего сусла 
переносили в пробирки со стерильным виноградным 
суслом, помещали в термостат и инкубировали при 
температуре (26±1) °С 1-3 суток до начала активного 
брожения. Затем пробы рассевали на чашки Петри с 
агаризованным виноградным суслом и инкубирова-
ли при температуре (26±1) °С в течение 6-7 суток. Ха-
рактерные для сахаромицетов колонии отвивали на 
виноградное сусло, описывали морфологию клеток, 
способ размножения, способность к спорообразова-

нию, морфологию аскоспор (Бурьян Н. И. Практиче-
ская микробиология виноделия. Симферополь: Тав-
рида. 2003:1-560). 

На втором этапе определяли видовую принадлеж-
ность изолятов дрожжей рода Saccharomyces методом 
ПЦР по методике Muir и др. [20]. Исследуемые изоля-
ты рассевали в чашки Петри на агаризованную среду 
YPD (г/л, глюкоза – 20, пептон – 20, дрожжевой экс-
тракт – 10, агар – 20) и инкубировали при температуре 
(26±1)°С. ДНК двух-, трёхсуточных сформированных 
колоний выделяли литий-ацетатным методом [21]. 

Следующим этапом было определение способно-
сти штаммов дрожжей к синтезу уксусной кислоты и 
сероводорода. Способность штаммов дрожжей к об-
разованию уксусной кислоты оценивали по результа-
там их роста на плотной среде с мелом (образование 
прозрачного ореола, окружающий место посева). 
Культуры инкубировали при температуре (30±1)  °С 
в течение 72 ч [22]. Оценку активности штамма син-
тезировать уксусную кислоту определяли по шкале: 
0 – ореол 0-1 мм, (очень низкая способность); 1 – оре-
ол 1-3 мм (низкая способность); 2 – ореол 3-4 (сред-
няя способность); 3 – ореол 4-5 мм (высокая способ-
ность). 

Способность штаммов образовывать сероводо-
род изучали на плотной питательной среде BIGGY 
Agar [23]. Посевы культивировали при температуре 
(30±1) °С в течение 24 ч. Наличие сероводорода оце-
нивали визуально по шкале цвета колонии: белый 
– сероводород не образует; светло-коричневый – об-
разует в незначительных количествах; темно-корич-
невый – в средних количествах; черный – высокое 
образование сероводорода.

Отобранные на предыдущем этапе штаммы 
дрожжей были оценены на способность развиваться 
в стрессовых условиях, которую проводили по росто-
вой реакции клеток дрожжей на низкие значения рН 
среды (кислотовыносливость), низкие и высокие тем-
пературные режимы (холодо- и термостойкость), вы-
сокие значения диоксида серы (сульфитостойкости) 
и высокие концентрации этилового спирта (спирто-
выносливость). Средой культивирования была синте-
тическая среда YPD (г/л, глюкоза – 20, пептон – 20, 
дрожжевой экстракт – 10, рН 3,4). При оценке холо-
достойкости посевы инкубировали при температуре 
(10±1) °С, термостойкости – (35±1) °С; при оценке 
кислотовыноствости – при температуре (26±1) °С с 
корректировкой рН среды до 2,6 винной кислотой. 
При оценке сульфитостойкости – (26±1) °С и массо-
вой концентрацией SO2 в среде 200 мг/л; при оценке 
спиртовыносливости – корректировка среды до кон-
центрации спирта (% об): 10, 12, 14 при температу-
ре (26±1) °С. Для более четкого выявления реакций 
дрожжей на стрессовые условия использовали микро-
засевы из расчета 8-30 тыс. кл/мл. Осмотр пробирок 
проводили ежедневно в течение 5 суток. Визуально 
отмечали ростовую реакцию штаммов на заданные 
условия культивирования (наличие или отсутствие 
роста).

Последним этапом была оценка отобранных 
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штаммов дрожжей по активности брожения. Её опре-
деляли по количеству выделившегося диоксида угле-
рода при сбраживании виноградного сусла (40  мл) 
в специальных колбах с бродильными затворами 
(склянках Фреденрейха). В пастеризованное сусло 
вносили трёхсуточную разводку дрожжей в активном 
состоянии в количестве 2 % от объёма. Склянки вы-
держивали в термостате при температуре (26±1) °С 
и ежедневно в течение 30 сут. производили их взве-
шивание, определяя количество углекислого газа, 
выделенного при брожении виноградного сусла. По 
результатам трех повторностей находили среднее 
значение показателя и пересчитывали на объем сусла 
100 мл, а также по окончании брожения определяли 
массовую концентрацию сахаров. 

По результатам селекции отобранные штаммы 
дрожжей были апробированы в условиях микрови-
ноделия в лаборатории микробиологии на сусле из 
винограда сорта Алиготе с кондициями массовой 
концентрации (г/л): сахаров – 231; титруемых кис-
лот – 5,4. Виноматериалы вырабатывались по клас-
сической технологии производства белых сухих вин 
(Технологические правила виноделия / Под ред. Ва-
луйко Г.Г. Симферополь: Таврида. 2006:1-468). В по-
лученных виноматериалах определяли физико-хими-
ческие показатели: объёмная доля спирта, массовая 
концентрация сахаров, титруемых и летучих кислот, а 
также рН по стандартизированным и общепринятым 
методам в виноделии [24]. Органолептическую оцен-
ку полученных образцов проводили принятыми в 
энологии методами (ГОСТ 32051-2013). Микробио-
логический контроль осуществляли в соответствии с 
инструкцией по микробиологическому контролю ви-
нодельческой продукции (ИК 9170-1128-00334600-07).

Результаты и их обсуждение
По морфологическим свойствам из 220 выделен-

ных изолятов дрожжей 123 имели неоднородную 

форму и размеры клеток. Для дальнейшей работы 
было взято 97 с однородной округлой, яйцевидной, 
эллипсовидной формой клеток. Размеры клеток ва-
рьировали в диапазоне от 6 до 9 мкм. Все исследован-
ные изоляты размножались почкованием, образовы-
вая аски от 1 до 4. Также они не образовывали пленки 
на поверхности среды культивирования. 

При определении их видовой принадлежности с 
помощью генетических методов анализа было уста-
новлено, что все исследуемые изоляты относятся к 
виду S. cerevisiae (рис. 1).

Следующий этап работы предполагал способ-
ность штаммов к образованию уксусной кислоты и 
сероводорода. 

Исследование способности отобранных штаммов 
к синтезу уксусной кислоты показало, что все иссле-
дуемые штаммы имели низкую способность к образо-
ванию этого вещества. 

Сероводород является одним из компонентов по-
бочных продуктов синтеза дрожжей и отрицательно 
влияет на органолептические показатели виномате-
риалов и, соответственно, снижает их качество [25, 
26]. Анализ данных показал, что высокое и среднее 
образование сероводорода наблюдали у 69 % выде-
ленных штаммов (67 из 97). Таким образом, для даль-
нейшего исследования были отобраны 30 штаммов 
без способности к образованию H2S или с низким 
уровнем его продуцирования (рис. 2).

Выбор подходящих для виноделия штаммов 
дрожжей из рода Saccharomyces зависит в первую оче-
редь от их технологических характеристик, от кото-
рых зависит стабильность проведения процесса бро-
жения. 

Исследование оставшихся штаммов дрожжей на 
термостойкость и кислотовыносливость показали 
положительную ростовую активность клеток в пита-
тельных средах уже на первые сутки после засева.

Рис. 1. Гель-электрофорез определения видовой принадлежности некоторых изолятов дрожжей; М – 100 
п.н. маркер, 1 – S. cerevisiae ВКМY-502, 2 – S. bayanus M-300-8A, 3 – S. mikatae IFO 1815-2A, 4 – S. kudriavzevii IFO 
1802-2D, 5 – S. paradoxus CBS 432-2C, 6 – Н1, 7 – Н2, 8 – Н4, 9 – Н7, 10 – Н8, 11 – Н13, 12 – Н19, 13 – С12, 14 – С14, 
15 – С31, 16 – С19, 17 – С21
Fig. 1. Electrophoresis gel for determining the species of some yeast isolates; M – 100 bp marker, 1 – S. cerevisiae 
ВКМY-502, 2 – S. bayanus M-300-8A, 3 – S. mikatae IFO 1815-2A, 4 – S. kudriavzevii IFO 1802-2D, 5 – S. paradoxus CBS 
432-2C, 6 – Н1, 7 – Н2, 8 – Н4, 9 – Н7, 10 – Н8, 11 – Н13, 12 – Н19, 13 – С12, 14 – С14, 15 – С31, 16 – С19, 17 – С21
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Оценка культур в условиях низких темпера-
тур показала, что у всех штаммов, кроме С74, 
наблюдался рост клеток на 2-4 сутки после за-
сева (рис. 3).

Проверка на сульфитостойкость культур 
показала, что больше половины штаммов 
дрожжей начали рост уже на первые (20 %) и 
вторые (47 %) сутки после внесения. У 10 % 
штаммов роста не наблюдалось (рис.4).

Сравнительный анализ спиртовыносливо-
сти показал, что минимальная концентрация 
спирта (10 % об.) практически не повлияла на 
ростовую активность – 60 % показали актив-
ный рост на 1-2 сутки, 40 % – на 3 сутки. При 
средних значениях (12 % об.) полное отсутствие 
роста наблюдалось у 10 % штаммов. Больше по-
ловины (53 %) исследуемых штаммов дрожжей 
проявляли ростовую активность при макси-
мальной концентрации спирта (14 % об) уже на 
1-3 сутки с момента внесения. У 33 % штаммов 
дрожжей роста не наблюдалось (рис. 5).

Анализ толерантности к отдельным абиоти-
ческим факторам показал, что 17 штаммов про-
явили чувствительность к низким температу-
рам, высоким концентрациям спирта и диокси-
да серы, в связи с чем было отобрано 13 штам-
мов дрожжей для дальнейшего исследования.

Бродильная активность определяется ско-
ростью и полнотой сбраживания сахаров в ви-
ноградном сусле. Полнота сбраживания саха-
ров является одним из главных характеристик 
для производства сухих виноматериалов и ре-
гламентируется нормативной документацией 
на готовую продукцию (ГОСТ 32030-2013). 

При оценке бродильной способности ак-
тивное забраживание сусла было отмечено 
в течение первых суток для всех образцов. У 
штамма Н90 наблюдалось самое меньшее вы-
деление углекислого газа на третьи сутки по 
сравнению с остальными и, напротив, у штам-
ма С79 этот показатель был наибольшим. При 
этом 4 штамма дрожжей отставали по скорости 
брожения и количеству выделяемого углекисло-
го газа в сравнении с С79 
на треть, что позволило 
их исключить. Процесс 
брожения быстрее всех 
завершил штамм Н24. 
На момент окончания 
спиртового брожения 
во всех виноматериалах 
массовая концентрация 
остаточных сахаров со-
ставляла не более 4 г/л. 

Таким образом, в 
результате многосту-
пенчатого скрининга по 
показателям – способ-
ность штаммов дрожжей 
к синтезу летучих кислот 

Рис. 5. Спиртовыносливость исследуемых штаммов дрожжей
Fig. 5. Alcohol tolerance of the studied yeast strains
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Fig. 2. Synthesis of hydrogen sulfi de by yeast isolates
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Рис. 3. Холодостойкость исследуемых штаммов дрожжей
Fig. 3. Cold resistance of the studied yeast strains

Рис. 4. Сульфитостойкость исследуемых штаммов дрожжей
Fig. 4. Sulfi te resistance of the studied yeast strains
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и сероводорода, ростовая активность при стрессо-
вых условиях, было отобрано 9 штаммов с высокой 
бродильной активностью для апробации в условиях 
микровиноделия.

В условиях микровиноделия проведен процесс 
брожения на сусле из сорта винограда Алиготе с ис-
пользованием полученных штаммов дрожжей. Вино-
град соответствовал требованиям, предъявляемым 
для промышленной переработки. Контролем служил 
виноматериал, выработанный с использованием кол-
лекционного штамма I-118. Виноматериалы были 
оценены по основным физико-химическим показа-
телям: массовая концентрация сахаров, летучих и 
титруемых кислот, объёмная доля этилового спирта и 
рН. Результаты аналитического исследования по фи-
зико-химическим показателям виноматериалов пред-
ставлены в таблице.

Анализ данных показал, что использование ото-
бранных штаммов дрожжей позволяет получить ви-
номатериалы, соответствующие нормативной доку-
ментации.

При органолептическом тестировании отмечено, 
что все образцы соответствуют заявленному типу: 
чистые, без пороков, светло-соломенного цвета. Аро-
мат у образцов чистый, достаточно выраженный. При 
использовании штаммов С26 и С53 аромат виномате-
риалов отличался пряно-медовыми и цветочно-медо-
выми оттенками; Н23 и Н74 – дюшесными и фрукто-
во-медовыми. Аромат у вариантов С80 и Н24, как и 
контроля, умеренный, чистый, цветочного направле-
ния. Вкус всех полученных образцов достаточно мяг-
кий, полный, слегка спиртуозный. Дегустационные 
оценки варьировали от 7,60 до 7,74 балла. 

Результаты органолептического тестирования по-
зволяют сделать вывод о том, что использование се-
лекционированных нами штаммов дрожжей о беспе-
чивает чистоту брожения и сохраняет характерные 
(цветочно-медовые) для данного терруара ноты. 

Выводы
В результате работы из 220 изолятов дрож-

жей было отобрано 97 штаммов вида Saccharomyces 
cerevisiae. При изучении их физиолого-биохимических 
свойств по способности к продуцированию серово-
дорода, 69 % из них показали высокую и среднюю 
склонность к его продуцированию, что позволило ис-
ключить эти штаммы из дальнейшего исследования. 
Оценка технологических свойств оставшихся штам-
мов показала их высокую термостойкость и кислото-
выносливость, что возможно является характерной 
особенностью дрожжей для данной местности. По 
показателям холодостойкости, сульфитостойкости 
и спиртовыносливости было отобрано 13 штаммов. 
Изучение их бродильной активности показало, что 
4 штамма отставали по скорости брожения, что ис-
ключает их использование при производстве сухих 
вин. Использование 9 селекционированных нами 
штаммов дрожжей позволило получить виноматери-
алы, соответствующие нормативной документации. 
Также их применение позволило обеспечить чистоту 
брожения и сохранить характерные (цветочно-медо-
вые) для данного терруара ноты, а качество не уступа-
ло контрольному образцу. 

Отобранные в ходе данной работы штаммы 
дрожжей могут быть в дальнейшем использованы для 
апробации в виноделии при производстве белых су-
хих вин конкретного терруара с сохранением типич-
ных свойств и органолептических характеристик.
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