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В статье представлена разработка состава 

жидкой питательной среды для повышения 

способности к стеринообразованию 

исследуемого штамма дрожжей 

Saccharomyces sp. КДП с использованием 

математических методов полного факторного 

эксперимента. 

 

 The article presents the development of the 

composition of a liquid nutrient medium to 

increase the ability for sterol formation of the 

studied yeast strain Saccharomyces sp. KDP 

using mathematical methods of a full factorial 

experiment. 
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Введение. В различных отраслях пищевой промышленности и медицине 

широкое применение находят стероидные соединения микробной природы. Они 

используются как добавки в продукты питания (функциональное питание) и корма, 

для повышения биологической ценности. Также эти соединения используют в химико-

фармацевтической промышленности для получения из них витамина D и стероидных 

гормонов, которые в дальнейшем применяются для производства препаратов, 

предназначенных для регуляции уровня холестерина в крови. 

Дрожжи используют в промышленном получении стеринов, в частности 

эргостерина [1]. Благодаря способности микроорганизмов к сверхсинтезу, высокой 

скорости и селективности образования стероидных соединений, отсутствию 

токсичных отходов, микробиологический способ может полностью заменить 

химический синтез [2]. Кроме того, значительный практический интерес представляет 

возможность использования побочных продуктов пищевых производств в качестве 

основы для питательных сред в технологии дрожжевого биосинтеза. 

Целью исследования является разработка питательной среды для глубинного 

культивирования дрожжей Saccharomyces sp. КДП и оптимизация ее состава методами 

математического планирования с целью повышения способности к 

стеринообразованию указанного штамма. 

Материалы и методы исследований. В работе использован изолят дрожжей 

Saccharomyces sp. КДП, выделенный авторами ранее с поверхности ягод клубники  
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методом смыва. Изучены основные культуральные и физиолого-биохимические 

свойства данного изолята, что позволило определить его родовую принадлежность [3]. 

Штамм дрожжей Saccharomyces sp. КДП способен ассимилировать мальтозу, глюкозу, 

галактозу и лимонную кислоту. Дает интенсивный рост на средах с 50% глюкозой, с 

повышенной концентрацией NaCl (10%) [6]. 

Получение посевного материала осуществляли с помощью метода глубинного 

культивирования в условиях аэрации с использованием термостатируемого шейкера 

(BioSan ES-20, Латвия). Наращивание биомассы дрожжей проводили в аналогичных 

условиях в колбах Эрленмейера (V=250 см3) на питательной среде следующего состава 

(г/дм3): меласса – 22,5; KCl – 0,33; КН2РО4 – 5, MgSO4 – 0,17; рН  7. 

Для установления способности к стеринообразованию использовали метод 

экстрагирования стеринов из дрожжевой биомассы [7]. Из навески – 1,0 г, 

исследуемого воздушно-сухого сырья (высушенного при 105°С до постоянной массы), 

экстрагировали 70% этиловым спиртом стероидные вещества. Использование этанола 

способствовало совокупной экстракции липофильных соединений. Наличие в 

экстракте стеринов определяли, используя качественную реакцию Шиффа [8]. Реакция 

основана на взаимодействии стеринов с концентрированной серной кислотой, в 

результате образуется красное кольцо на границе раздела фаз. Под действием серной 

кислоты происходят дегидратация и окисление холестерола. В результате этого две 

молекулы дегидрохолестерола соединяются между собой по третьему атому углерода, 

образуя вещества, с суммарными формулами С54Н86 и С54Н88 (в зависимости от 

положения двойных связей), которые при взаимодействии с серной кислотой образуют 

различные производные. Данные реакции характерны не только для холестерола, но и 

для других стеролов, а также для холевой кислоты. 

Количественное определение стеринов в экстракте проводили 

спектрометрически. Для этого фиксировали первоначальную массу закрытой колбы с 

экстрактом с точностью до ±0,01 г. Колбу присоединяли к обратному холодильнику и 

выдерживали на кипящей водяной бане (при умеренном кипении) в течение 60 мин. 

Затем колбу закрывали той же пробкой, охлаждая до комнатной температуры. После 

чего колбу снова взвешивали и доводили экстрагентом до первоначальной массы. 

Содержимое перемешивали и отфильтровывали через бумажный фильтр. 1 см3 

полученного извлечения помещали в градуированную пробирку на 10 см3, добавляли 

осторожно по каплям 4 см3 концентрированной серной кислоты и термостатировали 

при температуре 70°С в течение 60 мин. Содержимое пробирки количественно 

переносили в мерную колбу вместимостью 25 см3 и объем доводили 

концентрированной серной кислотой до метки. Параллельно готовили пробу 

сравнения, смешивали 5 см3 70% этилового спирта и 5 см3 серной кислоты 

(концентрированной). Сразу после приготовления для полученных пробы и раствора 

сравнения измеряли оптическую плотность при аналитической длине волны 328 нм. 

По формуле 1 определяли сумму стеринов, используя экспериментально 

установленное значение удельного показателя поглощения: 

 

                                      Х, % =
А∙V∙25∙100

1250∙m∙(100−W)
, (1) 

где А – оптическая плотность испытуемого раствора;  

V – объем 70% этилового спирта, взятого для экстрагирования; 

m – точная навеска анализируемого образца, г; 

W – влажность сырья, %; 

1250 – удельный показатель поглощения эргостерина. 

 

Ошибка единичного определения с доверительной вероятностью 95% 

составляет ±1,54% [7]. 
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Разработку состава жидкой питательной среды проводили с использованием 

математических методов полного факторного эксперимента [9]. Исследуемыми 

факторами, влияющими на суммарное содержание стеринов в биомассе Saccharomyces 

sp. КДП, являлись компоненты питательной среды (таблица 1). 

 

Таблица 1 – Значения факторов в натуральных переменных, единицы варьирования и 

концентрация основных компонентов питательных сред 

 

Компонент 

среды 
Фактор 

Основной 

уровень (0), % 

Нижний 

уровень  

(- 1), % 

Верхний 

уровень (+ 1), 

% 

Единица 

варьирования, 

% 

Меласса Х1 2,25 1,5 3,0 25 

MgSO4 Х2 0,017 0,012 0,023 30 

Источник данных: собственная разработка. 

 

Для наработки биомассы исследуемых дрожжей Saccharomyces sp. КДП 

составлены 9 образцов питательных сред (таблица 2). Эксперименты проводились в 

трехкратной повторности. 

 

Таблица 2 – Полный факторный эксперимент для двух факторов 

 

№ опыта 
Фактор в безразмерной величине 

Х1 Х2 

1 +1 +1 

2 +1 0 

3 +1 -1 

4 0 +1 

5 0 0 

6 0 -1 

7 -1 +1 

Продолжение таблицы 2 

№ опыта 
Фактор в безразмерной величине 

Х1 Х2 

8 -1 0 

9  -1 -1 

Источник данных: собственная разработка. 

 

Определение влажности биомассы производили с помощью гравиметрического 

метода [10]. 

Микробиологический контроль (контроль промышленной стерильности) 

осуществляли с помощью контрольной колбы, содержащей все компоненты 

питательной среды с соблюдением всех условий культивирования опытных образцов.  

Расчеты и статистическую обработку результатов эксперимента проводили с 

помощью табличного процессора MS Excel.  

Результаты исследований и их обсуждение. При глубинном культивировании 

дрожжей для разработки состава питательных сред перспективно использовать 

методы математического планирования [9]. Данные методы позволяют произвести 

одновременную оценку степени влияния нескольких факторов на такие параметры, 

как рост и продуцирующая способность дрожжей.  

Определение оптимального состава питательной среды для 

стеринообразования дрожжей Saccharomyces sp. КДП проводили с использованием 

математического метода полного факторного эксперимента [9]. 

Известно, что состав среды культивирования существенно влияет на биосинтез 

стеринов. Снижают выход стеринов большое количество азота и ионов калия, 

стимулируют образование эргостерина кальций и магний, не влияют на него 
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фосфорные соединения, ионы натрия. Наиболее эффективными источниками 

углерода, влияющими на эффективность стериногенеза, являются: глюкоза и рафиноза 

(100–200%), мальтоза и фруктоза (30–35%). Исследователи R. Starr и L. W. Parks 

отмечают значимость для синтеза не самих углеводов, а продуктов их распада [12]. 

Указанные авторы считают, что содержание продуктов деградации углеводов 

пропорционально уровню кофермента А в клетке. Они составили определенный ряд 

углеводов с уменьшающейся эффективностью в отношении стеринообразования: 

ацетат, этиловый спирт, глюкоза, мальтоза, глицерин, ксилоза и сукцинат. 

Накоплению стеринов в дрожжевых клетках способствуют и органические кислоты с 

небольшим числом углеродных атомов: пировиноградная кислота (около 295%), 

янтарная кислота (около 195%), молочная (160–175%), уксусная (100–105%), яблочная 

(90–100%) [12].  

В качестве аналога, разрабатываемой питательной среды для 

стеринообразования может служить среда YPD (г/л): дрожжевой экстракт – 10; пептон 

– 20; рН  7, с дополнительно внесенной глюкозой в количестве 2%. Однако, в 

промышленных масштабах ее использование не целесообразно, так как в состав входят 

дорогостоящие компоненты. 

Микробиологический синтез позволяет использовать вторичный субстрат 

(мелассу), в качестве основы для питательной среды, тем самым решить вопрос 

утилизации промышленных отходов и повысить рентабельность технологии за счет 

замены глюкозы на вторичное сырье, обеспечив снижение затрат на культивирование 

продуцентов стеринов [13]. 

Меласса – ценный побочный продукт сахарного производства. В состав 

мелассы входят углеводы (главным образом сахароза, глюкоза, мальтоза), факторы 

роста, микро- и макроэлементы, необходимые для роста дрожжей. 

При разработке состава питательной среды варьируемыми факторами, 

влияющими на стеринообразование и прирост биомассы, являлись следующие 

компоненты: меласса (Х1), магний сернокислый (MgSO4) (Х2) (таблица 3). 

На основании матрицы составлены 9 образцов питательных сред, которые далее 

использовали для культивирования дрожжей Saccharomyces sp. КДП с последующим 

экстрагированием стеринов из биомассы. Результаты эксперимента представлены в 

таблице 3. 
 

Таблица 3 – Матрица полного факторного эксперимента  
 

№ 

опыта 

Фактор в % от 

объема среды 

Суммарное 

содержание 

стеринов в биомассе 

Saccharomyces sp. 

КДП, % 

Количество биомассы 

Saccharomyces sp. 

КДП, г/100 см3 

питательной среды 

Выход стеринов с 

учетом прироста 

биомассы, г/100 см3 

питательной среды Х1 Х2 

1 3 0,023 10,32 0,3936±0,1 0,04062 

2 3 0,017 9,99 0,3814±0,1 0,03810 

3 3 0,012 9,48 0,3304±0,09 0,03132 

4 2,25 0,023 4,68 0,2883±0,1 0,01349 

5 2,25 0,017 5,51 0,3032±0,1 0,01546 

6 2,25 0,012 7,16 0,3159±0,1 0,02262 

7 1,5 0,023 3,96 0,2382±0,1 0,00943 

8 1,5 0,017 3,46 0,1547±0,1 0,00535 

9  1,5 0,012 4,14 0,2710±0,09 0,01122 

Источник данных: собственная разработка. 

 

Полином при планировании полного факторного эксперимента имел вид 

Y=b0+b1X1+b2X2+b3X1X2+b4Х1
2+b5Х2

2. Таким образом, полученные линейные 

коэффициенты и коэффициенты парного взаимодействия соответственно равны: 

b0=0,02; b1=2,03; b2= −0,2; b3=0,11; b4=4,59; b5=4,42. Таким образом, экспериментально 
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полученное уравнение регрессии имеет вид: Y=0,02+2,03∙X1−0,2∙X2+0,11 X1 X2 

+4,59∙Х1
2+4,42∙Х2

2.  

Проверку адекватности полученной модели проводили с использованием F –

критерия Фишера. Вычисленное значение F было меньше табличного, что доказывает 

адекватность найденной модели.  

Анализ уравнения регрессии и построение кривых поверхности отклика 

показало, что полученная математическая модель адекватна и не является резко 

асимметричной относительно коэффициентов. Каждый из выбранных нами факторов 

в той или иной степени влияет на биосинтез стеринов и, следовательно, является 

значимым. 

В ходе эксперимента нами установлено, что наибольшему выходу суммарного 

содержания стеринов с учетом прироста биомассы, соответствует следующий состав 

среды (г/дм3): меласса – 30,0; KCl – 0,33; КН2РО4 – 0,5; MgSO4 – 0,023; рН  7. Таким 

образом, питательная среда содержит ионы магния, которые стимулируют 

образование эргостерина. А содержание мелассы в среде способствует повышению 

выхода стеринов, за счет содержания большого количества рафинозы, сахарозы и 

продуктов ее распада. 

При использовании среды YPD, хлебопекарные дрожжи способны 

синтезировать эргостерол в количествах, достигающих 5,4–5,8% от количества 

биомассы [13]. При использовании разработанной нами среды, исследуемый изолят 

дрожжей Saccharomyces sp. КДП способен синтезировать суммарное содержание 

стеринов в биомассе в количествах, достигающих 9,48–10,32%, что в 1,77 раз больше 

аналога. 

Экономия при замене субстрата для питательной среды определяется по 

формуле 2 [14]: 

 

                                                          Э =  
Ц1

Ц2
, (2) 

 

где Ц1, Ц2 – стоимость питательной среды соответственно до и после замены субстрата, руб. 

 

В таблице 4 приведено сравнение стоимости разрабатываемой питательной 

среды и YPD среды. Значения актуальной стоимости приведены на сентябрь 2023 года. 

 

Таблица 4 – Стоимость питательной среды в пересчете на 1 м3 

 

Наименование 

компонента 

Количество на 1 

м3, кг 

Цена за 1 кг, 

руб. 

Стоимость 

разработанной 

среды, руб. 

Цена среды 

YPD, руб. 

Хлорид калия 0,33 2,50 0,83 

 

− 

 

Фосфат калия 

однозамещенный 
0,50 35,36 17,68 

Сульфат магния 0,23 73,20 16,84 

Меласса 30,0 1,00 30,00 

Вода  до 1000 0,04 40 40 

Среды YPD:  

Пептон 

Дрожжевой экстракт 

Глюкоза 

 

20 

10 

20 

 

51,35 

64,00 

8,20 

− 

 

 

1027,00 

640,00 

164 

Итого   105,35 1871,00 

Источник данных: собственная разработка. 
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Таким образом, экономия составит: 

 

Э =  
1871,00

105,35
=  17,76 раз. 

 

Заключение. Проведена разработка состава жидкой питательной среды с 

использованием математического метода полного факторного эксперимента [9]. 

Факторами, влияющими на суммарное содержание стеринов в биомассе 

Saccharomyces sp. КДП, являлись компоненты питательной среды, а именно меласса и 

магний сернокислый.  

Выявлено, что максимальное содержания мелассы и соли, 30,0 г/дм3 и 

0,023 г/дм3 соответственно, в совокупности наиболее благоприятно влияет на 

стеринообразование исследуемого штамма дрожжей, повышая суммарное содержание 

стеринов с учетом прироста биомассы. 

Таким образом использование мелассы в качестве основы позволяет удешевить 

стоимость питательной среды в 17,76 раз. 
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