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ИССЛЕДОВАНИЕ СПОСОБНОСТИ КОНСОРЦИУМОВ 
ДРОЖЖЕВЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ  
К ПРОДУЦИРОВАНИЮ ЭТАНОЛА 

 
Производство биоэтанола из непищевого сырья считается пер-

спективной альтернативой традиционному получению этанола из пи-
щевых культур. Однако ряд существенных технологических недостат-
ков не позволяет в настоящее время производить биоэтанол в промыш-
ленных масштабах. В частности, существует проблема подбора наибо-
лее эффективных микроорганизмов-продуцентов. В силу того что суб-
страт для спиртового брожения, как правило, является многокомпо-
нентным, более эффективным считается использование не одного, а не-
скольких штаммов микроорганизмов. В связи с этим целью исследова-
ния стал подбор консорциумов дрожжевых микроорганизмов, способных 
к совместному культивированию, и анализ их способности к синтезу 
этанола. В соответствии с целью исследования был проведен анализ 
биосовместимости некоторых дрожжевых микроорганизмов из фонда 
Всероссийской коллекции промышленных микроорганизмов, способных к 
продуцированию этанола. Исследована способность к продуцированию 
этанола дрожжевыми консорциумами с использованием ферментатив-
ного гидролизата делигнифицированной целлюлозы мискантуса. Прове-
дено сравнение способности дрожжевых консорциумов к образованию 
этанола в зависимости от условий аэрации. Контроль динамики реду-
цирующих веществ в исследуемых пробах осуществлялся с помощью 
спектрофотометрии, а конечное содержание этанола проанализировано 
газохроматографически. В результате проведенной работы установле-
но, что использование консорциума дрожжевых микроорганизмов позво-
ляет эффективно проводить спиртовое брожение, о чем свидетель-
ствует высокая степень биоконверсии редуцирующих веществ. 

 
The production of bioethanol from non-food feedstock is considered to be a 

promising alternative to conventional ethanol production from food crops. 
However, a number of significant technological drawbacks does not allow the 
industrial production of bioethanol. The most effective microorganisms-
producers are hard to identify. Due to multicomponent composition of sub-
strate, the use of several strains of microorganisms is considered to be more ef-
fective than that of one strain. Thus, the aim of the study is to select yeast 
consortia capable of cocultivation, and to analyze their ability to produce eth-
anol. The study analyzed the biocompatibility of some ethanologenic microor-
ganisms from the All-Russian collection of industrial microorganisms as well 
as the ability of yeast consortia to generate ethanol through using the enzy-
matic hydrolyzate of delignified Miscanthus cellulose. Its generating capacity 
was checked depending on aeration conditions. The test samples were con-
trolled for reducing sugars with spectrophotometry, while the resulting etha-
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nol content was determined with gas chromatography. It has been found that 
the use of yeast consortia makes ethanol fermentation efficient, as evidenced by 
the significant bioconversion of reducing sugars. 
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ферментативный гидролиз, спиртовое брожение, биоэтанол. 
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Разработка эффективных способов производства биотоплива из 

лигноцеллюлозного сырья приобретает все большую значимость в све-
те истощения запасов ископаемого топлива и ухудшения состояния 
окружающей среды в результате его добычи. Обладая эколого-эко-
номическими преимуществами, биоэтанол способен составить конку-
ренцию на мировом топливном рынке [9]. Для того чтобы обеспечить 
экономически выгодный процесс производства биоэтанола, необходи-
мо добиться эффективного расщепления полимерного лигноцеллю-
лозного сырья на мономерные сахара, которые в дальнейшем подвер-
гаются сбраживанию микроорганизмами (дрожжами или бактериями) 
с образованием спирта. Состав и концентрация сахаров в лигноцеллю-
лозном гидролизате варьируют в зависимости от состава сырья и спо-
соба его обработки. К другим важным факторам спиртового брожения 
относятся отбор и подготовка субстрата, отбор и адаптация микроор-
ганизмов, условия проведения процесса [9]. 

В связи с назревающим продовольственным кризисом представля-
ется весьма перспективным производство биоэтанола второго поколе-
ния, то есть с использованием непищевой растительной биомассы. Тра-
вянистое растение мискантус китайский (Miscanthus sinensis) позволяет 
получать десятки тонн урожая с одного посева на протяжении многих 
лет. Биомасса мискантуса недорога, обильно произрастает и хорошо 
адаптируется к российским почвам. Основная причина, препятствую-
щая использованию подобного растительного сырья, заключается в не-
достаточной эффективности методики получения биоэтанола, что обу-
словлено деградацией сахаров и отсутствием достаточно эффективных 
микроорганизмов [1]. В связи с этим в качестве исследуемого субстрата 
был выбран мискантус. 

Использование дрожжей Saccharomyces cerevisiae позволило значи-
тельно сократить время производство биоэтанола. При этом отмечено, 
что штаммы, выделенные из натурального субстрата, приводят к зна-
чительно большему выходу спирта, чем штаммы чистой линии [9]. Ак-
тивность дрожжей рода Saccharomyces в процессе сбраживания проявля-
ется от начала процесса и до тех пор, пока сбраживаемые сахара полно-
стью не метаболизируются в этанол [6]. Виды дрожжей, не относящиеся 
к Saccharomyces, долгое время не рассматривались на промышленном 
уровне из-за низкой способности метаболизировать глюкозу в этанол 
[6], однако они способны к переработке в этанол других углеводов, по-
мимо глюкозы. Эта способность варьирует по причине высокой измен-
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чивости штаммов и в зависимости от условий культивирования. В силу 
низкой (Candida, Pichia) или умеренной устойчивости к этанолу 
(Lachancea, Torulaspora) активность не относящихся к Saccharomyces видов 
угнетается при накоплении в среде этилового спирта в объеме 4 % [6]. 
Лишь немногие виды (Starmerella stellata, Saccharomycodes ludwigii) прояв-
ляют устойчивость к этанолу при температуре ниже 30 °C, и их фер-
ментативная активность наблюдается до уровня накопления этанола в 
42 % [6; 9; 11]. Zygosaccharomyces rouxii может расти в условиях экстре-
мально высокой осмоляльности за счет сахаров, но не способен потреб-
лять глюкозу [9]. 

Сокультивирование разных штаммов дрожжей представляется пер-
спективным за счет более полной переработки многокомпонентного 
субстрата и большего выхода этанола [5; 13], однако сложность этой ме-
тодики заключается в обеспечении оптимальных условий сбраживания 
для двух или более штаммов. Конечное содержание этанола при со-
культивировании Saccharomyces и прочих дрожжей может снизиться 
примерно на 1—2 %, а процесс брожения может быть увеличен на не-
сколько дней [6]. Возможно, это происходит за счет выработки большо-
го количества нецелевых соединений (молочной и уксусной кислоты, 
сложных эфиров, глицерина), что замедляет процесс спиртового бро-
жения [6]. Иммобилизация дрожжевых клеток в биопленке (альгинат-
ные шарики) отчасти позволяет оптимизировать процесс сокультиви-
рования за счет создания локальных ниш, в которых поддерживаются 
условия, необходимые для разных микроорганизмов. Тем не менее 
конкуренция за субстрат и различие в оптимальных условиях роста 
остаются ограничивающими факторами при сокультивировании [14]. 

Дрожжи, не относящиеся к Saccharomyces, чрезвычайно разнообраз-
ны, их применение основано на уникальных индивидуальных характе-
ристиках. Наиболее изученными и коммерциализированными видами, 
не относящимися к Saccharomyces, в виноделии являются Torulaspora 
delbrueckii и Lachancea thermotolerans [6]. Дрожжи Scheffersomyces conditionitis 
и Pachysolen tannophilus обладают высоким потенциалом к сбраживанию 
пентоз [7; 10; 12; 16]. Kluyveromyces marxianus отличается высокой скоро-
стью роста, термостойкостью, способностью усваивать широкий спектр 
сахаров и производить различные соединения. Несмотря на менее эф-
фективное сбраживание глюкозы по сравнению с Saccharomyces 
cerevisiae, K. marxianus способен ускорять производство этанола [4]. Тер-
мостойкость K. marxianus позволяет проводить спиртовое брожение при 
высоких температурах, что снижает вероятность микробной контами-
нации и делает возможным объединение процесса брожения с предше-
ствующей стадией ферментативного гидролиза целлюлозосодержаще-
го сырья [15]. Starmerella bacillaris улучшает жизнеспособность клеток 
дрожжей сахарамицетов и, соответственно, благотворно влияет на про-
цесс брожения. В настоящее время ведутся разработки методики, поз-
воляющей использовать Starmerella bacillaris в качестве основного проду-
цента этанола [8]. 
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В представленной работе проведено исследование способности не-
которых дрожжевых микроорганизмов (K. marxianus, S. stipites, 
P. tannophilus, S. cerevisiae М, S. ludwigii 8, Z. rouxii, S. bacillaris, L. thermotol-
erans, T. delbrueckii) к сбраживанию глюкозы, полученной из целлюлозы 
мискантуса, в консорциумах. 

 
Материалы и методы 

 
Субстрат. В качестве субстрата использована делигнифицирован-

ная целлюлоза травянистого растения Miscanthus sinensis Zebrinus (со-
держание α-целлюлозы — 81 %, содержание лигнина — менее 0,2 %). 
Проведен ферментативный гидролиз субстрата в концентрации 
0,1 г/мл и концентрации ферментного препарата 30 мг/мл в натрий-
ацетатном буфере (рН 5,0). Условия гидролиза: 100 об/мин, 150 ч, 50 °С. 
Ферментный препарат «Целлюлакс ультра» с активностью 2500 ед/г, 
созданный на основе микроскопического гриба Trichoderma reesei, со-
держит целлюлазу, бета-глюканазы, пектиназы и экзо-целлобиогидро-
лазы. Активность ферментов прекращали автоклавированием (121 °С, 
15 мин). Выход редуцирующих веществ (глюкоза) от массового содер-
жания гидролизуемых компонентов составил 14,13±5,52 мг/мл. 

Микроорганизмы. Получены из фонда Всероссийской коллекции 
промышленных микроорганизмов ГосНИИгенетика: K. marxianus (Y-
2039), S. stipites (Y-3264), P. tannophilus (Y-3269), S. cerevisiae М (Y-4242), 
S. ludwigii 8 (Y-2012), Z. rouxii (Y-4659), S. bacillaris (Y-4015), L. thermotolerans 
(Y-4532), T. delbrueckii (Y-1539). Микроорганизмы инкубировали при 
27 °C стационарно на чашках Петри с полной дрожжевой средой (г/л): 
глюкоза 20, дрожжевой экстракт — 5, пептон — 10, агар — 10. Солевой 
раствор (г/л): (NH4)2SO4 — 3,75; KH2PO4 — 2,1; CaCl2•H2O — 0,5; 
MgSO4•7H2O — 0,375. Питательную среду и раствор солей автоклави-
ровали раздельно (121 °С, 15 мин). 

Тест на биосовместимость. Определение биосовместимости штам-
мов дрожжей проводилось методом прямого совместного культивиро-
вания на плотной питательной среде, предложенным Н. А. Глушано-
вой. Культура, выращенная на жидкой питательной среде в концен-
трации 0,10—0,11 OD (спектрофотометр Bio-Rad SmartSpec Plus, режим 
OD600), бактериологической петлей диаметром 3 мм наносится на 
плотную питательную среду. После впитывания капли на поверхность 
той же среды наносится капля другой испытуемой культуры, которая 
при растекании покрывает половину первой капли. Чашки Петри ин-
кубировались в течение 24 ч при температуре 27 °C. Результаты интер-
претировались следующим образом: задержка роста одного штамма — 
антагонизм; выход одной культуры наверх — слабый антагонизм; сли-
яние, усиление роста штаммов — биосовместимые. 

Подготовка к сбраживанию. Для приготовления инокулята ис-
пользовали клетки второго пассажа. По достижении клетками дрожжей 
стационарной фазы (24-часовая инкубация) клетки собирали, центри-
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фугировали (4 °С, 7000 об/мин, 5 мин). Супернатант удаляли, осадок 
промывали стерилизованной деионизированной водой и снова цен-
трифугировали. Солевой раствор добавляли к осадку до достижения 
подходящей концентрации (OD 0,60—0,61) и инокулировали в гидро-
лизат (5 % от общего объема). При сокультивировании доля инокулята 
для каждого штамма уменьшена вдвое, чтобы выдержать общий размер 
инокулята. Условия брожения: 100 об/мин, 144 ч, 30 °С, ограниченная 
аэрация. Активность ферментов прекращали автоклавированием 
(121 °С, 15 мин). Сбраживание проводилось в трех повторностях для 
каждого консорциума. 

Анализ. Эффективность ферментации контролировали путем пе-
риодического отбора (образцы объемом 200 мкл центрифугировали 
при 7000 об/мин, 10 мин). Концентрацию редуцирующих веществ 
(глюкозы) определяли через измерение оптической плотности с ис-
пользованием спектрофотометра UV-3600 Schimadzu (при 664 нм) и 
медно-щелочного реагента [2]. Скорость сбраживания глюкозы опреде-
лялась как отношение десятичного логарифма от соотношения началь-
ной и текущей концентрации глюкозы ко времени сбраживания, с уче-
том поправочного коэффициента. 

Содержание этанола в пробе анализировали с помощью газового 
хроматографа с пламенно-ионизационным детектором (Agilent 7890B), 
газ-носитель — гелий, деление потока 100:1, объем вводимой пробы 
1 мкл, итоговое время хроматографирования 10 мин. Перед анализом 
к пробам супернатанта добавляли 2 мл диэтилового эфира, помещали 
на орбитальный шейкер для перемешивания на 30 мин, затем образ-
цы центрифугировали (3900 об/мин, 10 мин), супернатант собирали 
и упаривали с целью удаления диэтилового эфира, добавляли 1 мл 
этилацетата. Полученную пробу анализировали на газовом хромато-
графе. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Проверка биосовместимости исследуемых штаммов дрожжей, ре-

зультаты которой представлены в таблице 1, проводилась в два этапа. 
На первом этапе выявлялась парная совместимость штаммов, на втором 
исследовалась совместимость при культивировании консорциумов, со-
стоящих из трех штаммов дрожжевых клеток. 

При парном культивировании семь из девяти штаммов показали 
высокий уровень биосовместимости: K. marxianus (Y-2039), S. stipites (Y-
3264), P. tannophilus (Y-3269), S. cerevisiae М (Y-4242), Z. rouxii (Y-4659), 
S. bacillaris (Y-4015), L. thermotolerans (Y-4532). Штамм S. ludwigii 8 (Y-2012) 
проявил совместимость со штаммами S. stipites (Y-3264) и S. cerevisiae М 
(Y-4242). Штамм дрожжей T. delbrueckii (Y-1539) выявил совместимость 
только с L. thermotolerans (Y-4532). Вследствие низкой совместимость при 
сокультивировании S. ludwigii 8 (Y-2012) и T. delbrueckii (Y-1539) не были 
включены во второй этап тестирования на совместимость.  
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Таблица 1 
 

Биосовместимость дрожжевых микроорганизмов 
 

Тест 
Штаммы 

(Y-) 42
42

 

32
69

 

45
32

 

40
15

 

46
59

 

20
12

 

15
39

 

32
64

 

20
39

 

I 

4242 K б б б б с А б б 
3269 б K б б б А А б б 
4532 б б K б б А с б б 
4015 б б б K б А А б б 
4659 б б б б K А А б б 
2012 б А А А А K А с А 
1539 А А с А А А K А А 
3264 б б б б б с А K б 
2039 б б б б б А А б K 

II 

4242 K c       
3269  K c      
4532   K c     
4015 c  K      
4659  c  K     
3264 б c    K  
2039  б c    K 

 
Примечание: К — контроль; А — антагонизм; с — слабый антагонизм; б — 

биосовместимость. 

 
Подбор штаммов для тестирования в консорциумах проводился в 

случайном порядке, так как, согласно литературным данным, все ис-
следуемые штаммы в равной степени способны к продуцированию 
этанола. Тестирование показало, что консорциумы с составом Saccharo-
myces cerevisiae M (Y-4242) / Pachysolen tannophilus (Y-3269) / Scheffersomyces 
stipitis (Y-3264) (консорциум I) и Pachysolen tannophilus (Y-3269) / Lachancea 
thermotolerans (Y-4532) / Kluyveromyces marxianus (Y-2039) (консорциум II) 
обладают наилучшей способностью к совместному культивированию. 
Эти консорциумы были использованы для сбраживания гидролизата 
мискантуса. В прочих консорциумах был показан слабый антагонизм 
какого-либо одного из штаммов. 

Отобранные консорциумы были подвергнуты сбраживанию, при 
этом консорциумом I сбраживание осуществлялось в стационарных и 
нестационарных условиях, консорциумом II — только в нестационар-
ных условиях. С использованием градуировочной зависимости была 
отслежена динамика содержания глюкозы в образцах по мере протека-
ния процесса сбраживания (за исключением сбраживания с консорци-
умом I в стационарных условиях), а также рассчитана скорость сбражи-
вания редуцирующего вещества (РВ) (рис., табл. 2). 
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Рис. Градуировочная зависимость для определения РВ (D-глюкоза) 

 
 

Таблица 2 
 

Динамика процесса сбраживания ферментативного гидролизата 

 

Примечание: Ксб — константа скорости сбраживания. 
 
Выход этанола для образцов рассчитывали с учетом исходной кон-

центрации РВ: 14,13±0,1 г/л и 19,64±0,1 г/л для консорциума I в стацио-
нарных и нестационарных условиях соответственно и 9,52±0,1 г/л для 
консорциума II. 

Максимальная скорость сбраживания наблюдалась на пятые сутки 
для консорциума I и на третьи сутки для консорциума II. Однако ско-
рость сбраживания субстрата консорциумом II была более равномер-
ной на всем протяжении процесса. Оптимальное время сбраживания 
находится в диапазоне 72—120 ч, после чего наблюдаются процессы ин-
гибирования продуктами реакции. Результат спиртового сбраживания 
приведен в таблице 3.  
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пробы 

Время, 
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Консорциум I Консорциум II 

РВ, мг/мл 
Конвер-
сия РВ, 

% 
Ксб, 103ч–1 РВ, мг/мл 

Конвер-
сия РВ, 

% 
Ксб, 103ч–1 

0 0 19,62 — — 9,72 — — 

1 24 18,80 4,18 1,78 8,90 8,44 3,67 

2 48 16,17 17,58 4,02 6,09 37,35 9,74 

3 72 15,68 20,08 3,11 3,83 60,60 12,92 

4 96 13,54 30,99 3,86 3,87 60,19 9,58 

5 120 7,10 63,81 8,47 3,75 61,42 7,93 

6 144 6,77 65,49 7,38 3,67 62,24 6,76 
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Таблица 3 
Результаты спиртового брожения 

 

Показатель 
Консорциум I 

Консорциум II 
Стационарно Нестационарно 

Исходное содержание 
РВ, мг/мл 

14,13 19,62 9,72 

Конверсия РВ,%  84,36 65,49 62,24 
Содержание этанола в 
бражке,% об. 

0,058 0,031 0,026 

Выход этанола в резуль-
тате сбраживания,% 

7,58 3,72 6,72 

 
Сравнивая полученные данные, можно заключить, что более эф-

фективным в процессе спиртового брожения оказался консорциум I, 
состоящий из штаммов Saccharomyces cerevisiae M (Y-4242), Pachysolen tan-
nophilus (Y-3269) и Scheffersomyces stipitis (Y-3264), при стационарных усло-
виях сбраживания (84,36 % конвертированных РВ). Полученные данные в 
целом согласуются с литературными данными, согласно которым выход 
этанола можно увеличить путем совмещения в инокуляте дрожжей рода 
Saccharomyces и дрожжей, относящиеся к другим родам [3]. 

Более высокий уровень выхода этанола при сбраживании глюкозы с 
использованием консорциума I в стационарных условиях, по сравне-
нию с результатами сбраживания в динамических условиях, может 
быть связан с тем, что S. сerevisiae и S. stipites являются факультатив-
ными анаэробами. Объем этанола в бражке, полученной с помощью 
консорциума II, также выше, что может объясняться оптимальной 
аэрацией P. tannophilus в сочетании с присутствием стрессоустойчивх 
продуцентов этанола L. thermotolerans и K. marxianus. 

В дальнейшей работе планируется подобрать оптимальные условия 
сбраживания для обозначенных консорциумов для достижения более 
полной конверсии микроорганизмами РВ гидролизата и провести по-
вторные испытания, которые позволят осуществить более полный ста-
тистический анализ. 

 
Выводы 

 
Изучена биосовместимость ряда дрожжей, полученных из коллек-

ции ВКПМ ГосНИИгенетика: K. marxianus (Y-2039), S. stipites (Y-3264), 
P. tannophilus (Y-3269), S. cerevisiae М (Y-4242), S. ludwigii 8 (Y-2012), 
Z. rouxii (Y-4659), S. bacillaris (Y-4015), L. thermotolerans (Y-4532), T. del-
brueckii (Y-1539). Установлено, что штаммы K. marxianus (Y-2039), S. stipi-
tes (Y-3264), P. tannophilus (Y-3269), S. cerevisiae М (Y-4242), Z. rouxii (Y-
4659), S. bacillaris (Y-4015), L. thermotolerans (Y-4532) обладают способ-
ностью к совместному культивированию. 

Созданные дрожжевые консорциумы показали высокую бродиль-
ную активность. Итоговый выход биоэтанола составил для консорциу-
ма I (Saccharomyces cerevisiae M (Y-4242) / Pachysolen tannophilus (Y-3269) / 
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Scheffersomyces stipitis (Y-3264)) 7,58 % в стационарных и 3,72 % в нестаци-
онарных условиях, для консорциума II (Pachysolen tannophilus) (Y-3269) / 
Lachancea thermotolerans (Y-4532) / Kluyveromyces marxianus (Y-2039)) 6,72 % в 
нестационарных условиях. 

Несмотря на то что при использовании консорциума I (в стацио-
нарных условиях) объем получаемого биоэтанола выше по сравнению с 
остальными образцами, скорость конверсии РВ консорциумом II дости-
гает максимального значения раньше и в среднем выше, в связи с чем 
использование консорциума II представляется более перспективным. 
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