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Резюме: Целью работы являлось исследование соединений из ряда протатранов в качестве био-
стимуляторов роста дрожжей Candida ethanolica, что обусловлено необходимостью определения 
условий, способствующих ускорению роста микроорганизмов в присутствии высокоэффективных, 
физиологически активных, нетоксичных соединений – протатранов. В качестве объекта исследо-
ваний использовали дрожжи Candida ethanolica. Дрожжи культивировали на синтетической пита-
тельной среде, содержащей в качестве источника углерода 1,5%-й раствор этанола. Протатра-
ны использовали в концентрациях 1·10

-6
–1·10

-8
% масс. Количество клеток дрожжей контролирова-

ли путем определения оптической плотности дрожжевых суспензий на фотоэлектроколориметре 
КФК-3 марки Zomax при длине волны 540 нм, при длине оптического пути 10 мм. Определение био-
массы дрожжей осуществляли гравиметрическим методом. На первом этапе работы было изуче-
но накопление клеток и биомассы при различной исходной концентрации клеток дрожжей. 
Выявлено, что при незначительном увеличении исходной концентрации клеток дрожжей 
происходит заметный сдвиг влево всей S-кривой. На втором этапе было изучено влияние 
протатранов на накопление клеток и биомассы при различной исходной концентрации клеток 
дрожжей. Сравнение полученных данных между собой показало, что исследованные протатраны 
существенно увеличивали удельную скорость роста и сокращали время генерации в период лог-
фазы в том случае, если на данную фазу приходилась значительная часть процесса 
культивирования. Однако наличие протатранов значительно замедляло удельную скорость роста 
и увеличивало период генерации в лог-фазе в том случае, если культура значительную часть 
времени культивирования находилась в стационарной фазе. Возможно, это вызвано 
положительным влиянием протатранов на синтез белка, который наиболее интенсивен во время 
лог-фазы. Применение протатранов позволяет модулировать количество клеток, количество 
биомассы, удельную скорость роста и время генерации дрожжей Candida ethanolica в зависимости 
от исходной концентрации клеток и, соответственно, от фазы роста культуры. 
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Abstract: This study was aimed at investigating compounds from a series of protatranes as biostimulants for 
the growth of the Candida ethanolica yeast. The relevance of the study is associated with the need to deter-
mine conditions accelerating the growth of microorganisms in the presence of such highly effective, physio-
logically active and non-toxic compounds as protatranes. The research object was the Candida ethanolica 
yeast cultivated on a synthetic nutrient medium containing 1.5% ethanol solution as a carbon source. Prota-
trans were used at concentrations of 1·10

-6
–1·10

-8
 wt%. The number of yeast cells was controlled by deter-

mining the optical density of yeast suspensions using a KFK-3 Zomax photoelectrocolorimeter at a wave-
length of 540 nm and optical path length of 10 mm. The determination of yeast biomass was carried out 
gravimetrically. The first stage of the work set out to study the accumulation of cells and biomass at various 
initial yeast cell concentrations. It was revealed that a slight increase in the initial concentration of yeast cells 
leads to a noticeable shift of the entire S-curve to the left. A comparison of the obtained data sets showed 
that the investigated protatranes significantly increase the specific growth rate and reduce the generation 
time during the log phase, provided that this phase accounts for a significant part of the cultivation process. 
However, the presence of protatranes significantly reduce the specific growth rate and increase the genera-
tion period in the log phase, provided that the culture remains in the stationary phase for a significant part of 
the cultivation time. This is likely to be associated with the positive effect of protatranes on protein synthesis, 
which is most intense during the log phase. The use of protatranes facilitates the control over the number of 
cells, amount of biomass, specific growth rate and generation time of the Candida ethanolica yeast depen-
ding on the initial cell concentration and, accordingly, the growth phase of the culture. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Одним из способов решения проблемы бел-

кового дефицита является культивирование 
микроорганизмов – продуцентов одноклеточного 
белка [1, 2]. При его производстве актуальным 
является ускорение синтеза биомассы микроор-
ганизмов. Для ускорения роста биомассы широко 
применяются различные биостимуляторы: мине-
ральные соли, аминокислоты, витамины, органи-
ческие кислоты, экстракты растительного или 
микробиологического происхождения, природ-
ные и специально синтезированные органиче-
ские соединения. Однако многие из них имеют 
нестабильный состав, а также относительно 
большой расход и высокую стоимость, что сни-

жает их потребительские качества [3, 4]. 
В данном контексте перспективны синтези-

рованные нами доступные физиологически ак-
тивные соединения – протатраны [5–12]. В каче-
стве основы для дизайна протатранов выбраны 
два вида доступных реактивов (компонентов): 
биогенные этаноламины (в частности, триэтано-
ламин) и биологически активные арилхалькоге-
нилуксусные кислоты. Этаноламины участвуют в 
процессах внутриклеточного метаболизма и яв-
ляются составной частью фосфолипидов, холи-
на, ацетилхолина и др. Арилхалькогенилуксус-
ные кислоты обладают широким спектром био-
логического действия и нашли применение в ме-
дицине и сельском хозяйстве [7, 11].  
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Проведенные ранее исследования позволи-
ли выявить разнонаправленное действие прота-
транов на различные биологические объекты 
[13], в связи с чем при культивировании микроор-
ганизмов важно понимать, какие факторы спо-
собствуют повышению эффективности данного 
процесса. Для исследования этой проблемы хо-
рошо подходят дрожжи Candida ethanolica. В ка-
честве источника углерода они предпочитают 
использовать этанол, что дает возможность изу-
чать процесс роста микроорганизмов в модель-
ных условиях, так как этиловый спирт является 
более дешевым источником углерода в сравне-
нии, например, с химически чистой глюкозой, а 
также он не содержит примесей и хорошо рас-
творяется в воде [2, 14–16]. 

В связи с вышеизложенным цель настоящей 
работы состояла в исследовании соединений из 
ряда протатранов в качестве биостимуляторов 
роста дрожжей Candida ethanolica. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объекта исследований использо-

вали дрожжи Candida ethanolica Rybarova, Stros 
et Kockova-Kratochvilova 1980 BKM Y-2300 T. 
Дрожжи культивировали на синтетической пита-
тельной среде следующего состава, г/л: 
NH4H2PO4 – 10,0; K2HPO4 – 10,0; MgSO4·7H2O – 
0,7; FeSO4·7H2O – 0,0125; MnSO4·7H2O – 0,0125; 
ZnSO4·7H2O – 0,0125; NaCl – 0,0063. Культиви-
рование проводили в аэробных условиях при  
37 

о
С. Аэрацию осуществляли на шейкере 

SERTOMAT BS-1 при интенсивности 200 мин
–1

. 
Источником углерода в среде являлся этиловый 
спирт, вносимый в количестве 1,5% об.  

В качестве стимуляторов роста дрожжей 
Candida ethanolica были протестированы хими-
ческие соединения 1 и 2 ряда протатранов, син-
тезированные на основе биогенных этанолами-
нов и арилхалькогенилуксусных кислот: 

 

 

 
 

Протатраны использовали в концентрациях 
1·10

–6
–1·10

–8
 % масс., которые были установле-

ны в ходе предыдущих исследований [10, 12]. 
Количество клеток дрожжей контролировали 

путем определения оптической плотности дрож-
жевых суспензий на фотоэлектроколориметре 
КФК-3 марки Zomax при длине волны 540 нм, при 
длине оптического пути 10 мм. Определение 
биомассы дрожжей осуществляли гравиметри-
ческим методом [17, 18].  

Определение удельной скорости роста и пе-
риода генерации вели по методикам, представ-
ленным в работе [19], по формулам:  

 

µ = 2 1

2 1

lnn -lnn

t -t
                         (1); 

g = 
ln2 0,693

=
μ μ

                         (2) 

 

где µ – удельная скорость роста, ч
-1

; n1 и  
n2 – концентрация клеток в момент времени t1 и 
t2 соответственно, кл/мл; g – период генерации 
(время удвоения числа клеток), ч. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
С точки зрения эффективности для биотех-

нологического производства важен период 
наибольшего накопления целевого продукта. 
Поэтому первым этапом работы было построе-
ние S-кривой роста дрожжей и определение 
временных периодов, в которых накапливается 
наибольшее количество биомассы и клеток. 

Культивирование проводили в условиях раз-
личной исходной концентрации клеток, поскольку 
она оказывает большое влияние на продолжи-
тельность фаз роста популяции [20]. В процессе 
культивирования анализировали изменение ко-
личества клеток и общей биомассы. Отбор проб 
осуществляли через 2, 4, 6, 8, 10, 24 и 48 ч куль-
тивирования. Результаты представлены на 
рис. 1, 2. 

При исходной концентрации клеток 3·10
6
 кл/мл 

среды фаза адаптации длилась 6 ч, лог-фаза за-
кончилась между 10 и 24 ч культивирования, после 
чего культура вошла в стационарную фазу. Мак-
симальное количество клеток было выше исход-
ного на 11,0% (см. рис. 1). Изменение количества 
биомассы соответствовало фазам роста: наблю-
далось незначительное увеличение биомассы в 
конце лаг-фазы, основной экспоненциальный 
рост − между 8 и 24 ч, постепенное замедление 
− в стационарной фазе. Итоговое количество 
биомассы увеличилось в 2,6 раза в сравнении с 
исходным (см. рис. 2). Таким образом, при ис-
ходной концентрации клеток 3·106 кл/мл макси-
мальное количество биомассы образовывалось 
через 48 ч культивирования, причем большая ее 
часть – во время лог-фазы. 

При исходной концентрации клеток дрожжей 
9·10

6
 кл/мл среды фаза адаптации и лог-фаза 

были очень короткими (2 и 6 ч соответственно). 
Большую часть культивирования дрожжи нахо-
дились в стационарной фазе роста. Количество 
клеток к концу культивирования увеличилось на 
10,8% относительно исходного (см. рис. 2). Из-
менение количества биомассы соответствовало 
фазам роста: интенсивное накопление биомассы 
наблюдалось в фазе адаптации и лог-фазе; за-
тем медленный прирост с увеличением количе-
ства биомассы через сутки в 2,2 раза. После че-
го биомасса клеток стала постепенно снижаться. 
Это связано с тем, что культура дрожжей нахо-
дилась уже во второй половине стационарной 
фазы, когда клетки испытывают значительный 
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недостаток питательных веществ и для выжива-
ния используют внутриклеточные ресурсы [21].  

 

 
 

Рис. 1. Влияние исходной концентрации клеток  
дрожжей на S-кривую (А – 3·106 кл/мл; Б – 9·106 кл/мл) 
 

Fig. 1. Relationship between the initial concentration of yeast 
cells and the S-curve(A – 3·106 cells/ml; B – 9·106 cells/ml) 
 

 
 

Рис. 2. Влияние исходной концентрации клеток дрожжей 
на накопление биомассы (А – 3·106 кл/мл; Б – 9·106 кл/мл) 
 

Fig. 2. Relationship between the initial concentration of yeast 
cells and biomass accumulation (A – 3·106 cells/ml; B – 9·106 
cells/ml) 

 

Вторым этапом было изучение влияния про-
татранов 1 и 2 на накопление клеток и биомассы 
при различной исходной концентрации клеток 
дрожжей. Контролем (К) служили дрожжи, выра-
щенные без протатранов 1 и 2. 

Результаты культивирования дрожжей в при-
сутствии соединений 1 и 2 при исходной концен-
трации клеток 3·10

6
 кл/мл среды представлены на 

рис. 3, 4 и в таблице. Наличие в питательной сре-
де соединений 1 и 2 сначала незначительно за-
держивало начало лог-фазы и накопление био-
массы, но в период лог-фазы вызывало резкое 
увеличение биомассы. В результате количество 

клеток к 24 ч культивирования увеличилось на 
8,6–10,2% относительно контроля и оставалось 
на достигнутом уровне до конца культивирования 
(см. рис. 3). Биомасса увеличилась на 59,6–70,9% 
в сравнении с контролем и тоже оставалась на 
достигнутом уровне практически до конца культи-
вирования (см. рис. 4). Наличие протатранов 1 и 2 
повысило удельную скорость роста дрожжей на 
23,8 и 4,8% соответственно, а также снизило пе-
риод генерации на 19,1 и 4,5% соответственно в 
период экспоненциальной фазы. 
 

 
 

Рис. 3. Влияние протатранов 1 и 2 на S-кривые дрожжей 
при исходной концентрации клеток 3·106 кл/мл 
 

Fig. 3. Effect of protatrans 1 and 2 on the yeast S-curves  
at an initial cell concentration of 3·106 cells/ml 
 

 
Рис. 4. Влияние протатранов 1 и 2 на биомассу дрожжей 
при исходной концентрации клеток 3·106 кл/мл 
 

Fig. 4. Effect of protatrans 1 and 2 on the yeast biomass  
at the initial cell concentration of 3·106 cells/ml 
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Влияние протатранов 1 и 2 на показатели роста дрожжей 
Effect of protatranes 1 and 2 on east growth indexes 
 

Объект Удельная скорость роста, µ, -ч Период генерации, g, ч 

Исходная концентрация клеток дрожжей 3·106 кл/мл (рис. 3) 

Контроль 
6 6ln6,1×10 -ln4,0×10 15,62-15,2

= =0,21
10-8 2

 
0,693

=3,30
0,21

 

Соединение 1 
8 6ln1,1×10 -ln3,0×10 18,52-14,9

= =0,26
24-10 14

 
0,693

=2,67
0,26

 

Соединение 2 
7 6ln8,2×10 -ln3,6×10 18,22-15,1

= =0,22
24-10 14

 
0,693

=3,15
0,22

 

Исходная концентрация клеток дрожжей 9·106 кл/мл (рис. 5) 

Контроль 
7 7ln3,7×10 -ln1,3×10 17,43-16,38

= =0,53
6-4 2

 
0,693

=1,31
0,53

 

Соединение 1 
7 7ln3,1×10 -ln1,4×10 17,25-16,45

= =0,40
8-6 2

 
0,693

=1,73
0,4

 

Соединение 2 
7 7ln3,5×10 -ln1,1×10 17,37-16,21

= =0,58
8-6 2

 
0,693

=1,19
0,58

 

 
При исходной концентрации клеток в среде 

9·106 кл/мл культивирование дрожжей Candida 
ethanolica в присутствии соединений 1 и 2 при-
вело к снижению количества клеток в период 
лог-фазы на 1,7–7,0% относительно контроля; в 
стационарной фазе количество клеток находи-
лось почти на уровне контроля (рис. 5). В при-
сутствии соединениий 1 и 2 снижалось также ко-
личество биомассы (на 7,0–50,5% относительно 
контроля соответственно) (рис. 6). Наличие со-
единения 1 на 24,5% снизило удельную скорость 
роста в период лог-фазы, что привело к увели-
чению периода генерации на 32,1%. Наличие 
соединения 2 на 9,4% повысило удельную ско-
рость роста в период лог-фазы, что привело к 
снижению периода генерации на 9,2% (см. таб-
лицу). 

 

 
 

Рис. 5. Влияние протатранов 1 и 2 на S-кривые дрожжей 
при исходной концентрации клеток 9·106 кл/мл 
 

Fig. 5. Effect of protatrans 1 and 2 on the yeast S-curves  
at the initial cell concentration of 9·106 cells/ml 

 
 

Рис. 6. Влияние протатранов 1 и 2 на биомассу дрожжей 
при исходной концентрации клеток 9·106 кл/мл 
 

Fig. 6. Effect of protatrans 1 and 2 on the yeast biomass  
at the initial cell concentration of 9·106 cells/ml 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
При исходной концентрации клеток дрожжей 

Candida ethanolica 3·10
6
 кл/мл на лог-фазу при-

ходится 29% времени культивирования (14 ч), а 
на стационарную – 50% (24 ч). При небольшом  
(в 3 раза) увеличении исходной концентрации 
клеток дрожжей (до 9·106 кл/мл) 83% времени 
культивирования (40 ч) клетки находятся в ста-
ционарной фазе, т.е. происходит заметный сдвиг 
влево всей S-кривой. Более высокая исходная 
концентрация клеток дрожжей приводит к более 
высокой скорости образования максимального 
количества клеток и биомассы. 

Сравнение полученных данных между собой 
показало, что протатраны 1 и 2 существенно 
увеличивают количество клеток и биомассы в 
том случае, если на лог-фазу приходится значи-
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тельная часть времени культивирования. 
Однако наличие протатранов 1 и 2 замедля-

ет или угнетает накопление количества клеток и 
биомассы (т.е. их действие становится отрица-
тельным) в том случае, если в процессе культи-
вирования наблюдается смещение S-кривой в 
сторону стационарной фазы. Это вызвано, воз-
можно, положительным влиянием протатранов 
на синтез белка, который наиболее интенсивен 
во время логарифмического роста.  

Анализ влияния данных соединений на удель-
ную скорость роста и время генерации во время 
лог-фазы показал следующее: когда на данную 
фазу приходится значительная часть времени 
культивирования, протатраны 1 и 2 увеличивают 
удельную скорость роста и сокращают период ге-
нерации. Но когда в процессе культивирования 
наблюдается смещение S-кривой в сторону стаци-

онарной фазы, наличие протатрана 1 снижает 
удельную скорость роста и увеличивает время ге-
нерации (т.е. его воздействие становится отрица-
тельным). Однако воздействие протатрана 2 оста-
ется таким же положительным и приводит к повы-
шению удельной скорости роста и снижению вре-
мени генерации в период лог-фазы. При этом воз-
действие протатрана 1 является более значитель-
ным по сравнению с соединением 2 вне зависимо-
сти от вектора этого воздействия. 

Таким образом, применение протатранов 
позволяет модулировать, то есть увеличивать 
или снижать, количество клеток, количество 
биомассы, удельную скорость роста и время ге-
нерации дрожжей Candida ethanolica в зависимо-
сти от исходной концентрации клеток и, соответ-
ственно, от фазы роста культуры. 
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