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ОСОБЛИВОСТІ МЕТАБОЛІЗМУ ДРІЖДЖІВ ПРИ ЇХ 
РЕЦИРКУЛЯЦІЇ В УМОВАХ СПИРТОВОЇ ФЕРМЕНТАЦІЇ 

МЕЛЯСНОГО СУСЛА

Досліджено особливості метаболізму дріжджів Saccharomyces cerevisiae штаму 
М-5 в умовах спиртового зброджування мелясного сусла підвищеної концентрації 
сухих речовин в умовах періодичної та безперервної ферментації. При періодичній 
спиртовій ферментації сусла концентрацією 27 % сухих речовин виявлено, що опти-
мальною є кількість засівних дріжджів на рівні 60 г/дм3. Це забезпечує максимальне 
накопичення етанолу в зрілій бражці (11,5 об. %), глибоку асиміляцію вуглеводів та 
менше утворення вторинного продукту гліцерину.

Промисловими дослідженнями в безперервному режимі встановлено підвищення 
активності пускових ферментів гліколізу і посилення питомої спиртоутворювальної 
здатності рециркульованих дріжджів. Висловлено припущення, що це явище 
відбувається за рахунок збільшення притоку свіжого мелясного сусла та адаптації 
дріжджів до умов середовища внаслідок довготривалого перебування у ньому. 
Збільшення швидкості притоку мелясного сусла в головний ферментер батареї 
з 0,43 до 0,57 год-1 сприяє покращенню фізіологічних показників рециркульованих 
дріжджів, зменшенню накопичення вторинних продуктів бродіння (ефірів, 
альдегідів, вищих спиртів, гліцерину), підвищенню виходу спирту із сахарози на  
1,84 % і продуктивності процесу по етанолу з 2,3 до 3,8 г/дм3×год. 

К л ю ч о в і   с л о в а: зброджування, Saccharomyces cerevisiae, рециркуляція 
дріжджів, етанол, вторинні продукти метаболізму.     

 Процес спиртового зброджування цукровмісних субстратів покладе-
но в основу трансформації вуглеводів в етиловий спирт. В останніми де-
сятиліттями у світі спостерігається тенденція до суттєвого збільшення 
об’ємів виробництва етанолу для вирішення енергетичних проблем, тобто 
використання його як біопалива [8, 10, 14]. У зв’язку з важливістю та гло-
бальністю даної проблеми подальші дослідження в напрямку підвищення 
ефективності виробництва цього продукту є актуальними. 

Серед факторів, що мають визначальний вплив на собівартість цільової 
біотехнологічної продукції, є її вихід з використаної сировини і питомі 
витрати енергоресурсів. Досягнення успіху в оптимізації кожного з цих 
факторів тісно пов’язане з фізіологічною активністю дріжджів-продуцен-
тів етилового спирту, збільшення якої можна досягти застосуванням спе-
ціальних селекціонованих штамів спиртових дріжджів [12, 13] та різних 
технологічних прийомів: ступінчастого вводу субстрату на головній стадії 
процесу ферментації [5, 6], збільшення концентрації сухих речовин (СР) 
субстрату  шляхом використання селекціонованих осмотолерантних шта-
мів мікроорганізмів-продуцентів спирту [2, 6, 11], іммобілізації дріжджів 
на різних носіях в зоні ферментації [9, 15, 16]  тощо. Одним з ефективних 
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способів інтенсифікації спиртової ферментації є рециркуляція біомаси 
продуцента у цьому процесі [9, 14]. Але в опрацьованих літературних 
джерелах з даного напрямку не надано оцінки фізіологічній активнос-
ті рециркульованих дріжджів, характеру їх метаболізму в умовах різної 
швидкості розбавлення середовища та економічного коефіцієнту пере-
творення вуглеводів у спирт.

Виходячи з наведеного, метою роботи  було дослідження особливостей 
метаболізму дріжджів Saccharomyces cerevisiae в умовах їх рециркуляції 
при спиртовому зброджуванні мелясного сусла в періодичному і безпе-
рервному процесах. 

Матеріали і методи. Як продуцент спирту використовували дріжджі 
Saccharomyces cerevisiae штаму М-5, які одержували з колекції промис-
лових мікроорганізмів Українського НДІ спирту і біотехнології продо-
вольчих продуктів [6]. У пробірку з дріжджами на сусло-агарі заливали 
стерильне солодове сусло і далі здійснювали поступове розведення чистої 
культури продуцента спирту згідно вимог діючого регламенту [6]. Засівні 
дріжджі для лабораторних експериментів вирощували в качалочних кол-
бах на збагаченому азотним і фосфорним живленням стерильному меляс-
ному суслі концентрацією 14 % СР в умовах перемішування на качалці 
(120 об-1) в термостатній кімнаті при температурі 30±1 °С у кількості, 
достатній для забезпечення умов експерименту.

Об’єктами досліджень були також: сировина (цукробурякова меляса, 
одержана з Андрушівського спиртового заводу), мелясне сусло, дозріла 
бражка та її дистиляти.

В мелясі та мелясному суслі визначали вміст сухих речовин (СР) реф-
рактометричним методом, рН – електрометричним. Суму зброджуваних 
цукрів розраховували за величинами прямої, інверсійної поляризації та 
вмістом інвертного цукру [4, 6].

Сировиною для приготування мелясного сусла слугувала цукробуряко-
ва меляса, що містила 49,6 % зброджуваних вуглеводів та 78,8 % СР. Сус-
ло збагачували азотним (карбамід) і фосфорним (Н3PO4) живленням, після 
чого розводили водою до необхідної концентрації СР (близько 27 %). Ак-
тивну кислотність середовища встановлювали на рівні рН 5,2 підкислю-
ванням Н2SO4. Зброджування сусла в лабораторних умовах здійснювали в 
конічних скляних колбах ємністю 500 см3 (об’єм сусла 200 см3), закритих 
сульфатнокислотними затворами, при температурі 29-31 °С. Анаеробні 
умови в середовищі створювались внаслідок активного виділення СО2 
протягом спиртового бродіння і неможливості надходження кисню з на-
вколишнього повітря завдяки наявності сульфатнокислотного затвору на 
горловині колби. Зброджування вважали завершеним, коли маса колби з 
бражкою стабілізувалась, що свідчило про припинення виділення СО2. 

Зрілу бражку (середовище після закінчення зброджування) аналізу-
вали за показниками рН середовища, біомасу дріжджів – ваговим мето-
дом у перерахунку на 75 % вологість, концентрацію спирту – у дистиляті 
бражки пікнометричним методом [4, 6]. Приріст біомаси розраховували 
за різницею між величинами біомаси зрілої бражки і засівних дріжджів. 
Кількість незброджених вуглеводів у бражці встановлювали резорцино-
во-колориметричним методом [6]. В бражці визначали вміст гліцерину 
дистиляційно-колориметричним методом [1], а в бражних дистилятах  
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кількість органічних кислот – титруванням лугом [4], складних ефірів 
– шляхом їх омилення [4], альдегідів – фотоколориметричним методом 
з використанням фуксинсірчистого реактиву [1] і вищих спиртів – фото-
колориметричним методом з реагентом парадиметилбензальдегід [1] за 
методиками, що прийняті в науці та практиці спиртового виробництва.

Активність ферменту гексокінази дріжджів визначали спектрофото-
метричним методом з використанням індикатора крезолового червоного 
[3, 7], а фосфофруктокінази – спектрофотометричним методом з визна-
ченням кількості окисненого NAD в реакції з фруктозо-6-фосфатом [3].

 Кількість мертвих дріжджових клітин у бражці визначали з викорис-
танням препарату «метиленовий синій», а дріжджів, що брунькуються 
– підрахунком їх у полі зору мікроскопа [4].

Статистичну обробку результатів проводили за допомогою стандарт-
ного пакету програм Microsoft Office.

Результати та їх обговорення. З метою інтенсифікації  зброджування 
мелясного сусла у виробництві спирту виконано дослідження з викорис-
танням різної кількості засівних  дріжджів (7,5, 15, 30, 60 і 120 г/дм3) у 
цьому процесі на суслі підвищеної концентрації сухих речовин – 27 % 
(рис. 1, 2 та 3). 

Доведено, що зі збільшенням концентрації засівної біомаси від 7,5 
до 120 г/дм3 зменшувалась тривалість бродіння з 62 до 23 год (рис. 1), 

Рис. 1. Залежність тривалості бродіння і величини біомаси дріжджів в зрілій браж-
ці від кількості засівних дріжджів

Рис. 2. Залежність концентрації спирту і гліцерину в зрілій бражці від кількості  
засівних дріжджів
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кількість незброджених вуглеводів – з 0,65 до 0,41 г/100 см3 (рис. 3) та 
приріст дріжджів (рис. 1), який у варіантах з кількістю засівних дріжджів 
60 та 120 г/дм3 був майже відсутній (знаходився в межах похибки методу 
визначення). Біосинтез гліцерину послаблювався з 10,5 до 6,3 г/дм3  тільки 
в діапазоні збільшення концентрації засівних дріжджів з 7,5 до 60 г/дм3 

(рис. 2). Визначено, що накопичення цільового продукту (спирту) мало 
екстремальний характер і було максимальним (11,94 об. %) при початко-
вій концентрації дріжджової біомаси 60 г/дм3  (рис. 2).  

Одержані дані було використано в умовах проведення виробничих ви-
пробувань на Лужанському експериментальному спиртзаводі. 

Безперервний процес зброджування сусла в контрольному і дослідних 
варіантах здійснювали на ферментаційній пілотній установці, що склада-
лась з чотирьох  дріжджегенераторів (по 5 м3 кожен), які працюють пара-
лельно, та десяти послідовно з’єднаних бродильних апаратів (по 6,5 м3). 

У контрольному варіанті мелясне сусло для дріжджів безперервно вво-
дили в дріжджегенератори, а вирощені виробничі дріжджі з них – у голо-
вний апарат бродильної батареї (разом із основним мелясним суслом), 
де бражка послідовно піддавалась спиртовому зброджуванню в десяти 
бродильних апаратах з одержанням зрілої бражки.

Для організації процесу з рециркуляції дріжджів (дослідний варіант), 
бражку із сьомого апарата подавали на сепаратор, після  якого одержували 
дріжджовий концентрат (120-150 г/дм3) і вводили його у перший апарат 
бродильної батареї. Знедріжджену бражку із сепаратора відводили у вось-
мий апарат.

Збільшення концентрації біомаси дріжджів у бродильній батареї за-
вдяки їх рециркуляції створило можливість підвищити об’єм мелясного 
сусла, яке вводили на бродіння, і збільшити за рахунок цього швидкість 
розбавлення середовища в ферментерах до 0,57 проти 0,43 год-1 у процесі 
без рециркуляції дріжджів.

Із представлених у табл. 1 даних видно, що внаслідок накопичен-
ня дріжджової біомаси в перших семи бродильних апаратах на рівні  
31-69 г/дм3 (проти 26,0-28,5 г/дм3 в контролі) було забезпечено повно-
ту зброджування вуглеводів сусла в дев’ятому апараті навіть при збіль-
шенні величини притоку сусла в головний апарат батареї. У цих умовах 
швидкість асиміляції вуглеводів при бродінні з рециркуляцією дріжджів 

Рис. 3. Залежність вмісту незброджених цукрів в зрілій бражці від кількості  
засівних дріжджів

0,3

0,35

0,4

0,45

0,5

0,55

0,6

0,65

0,7

0 20 40 60 80 100 120 140

Кількість засівних дріжджів,г/дм

Н
ез
бр
од
ж
ен
і ц
ук
ри

, г
/1

00
 с
м

3

3



ISSN 0201-8462. Мікробіол. журн., 2016, Т. 78, № 148

перевищувала аналогічні дані контрольного досліду: уже в третьому 
бродильному апараті вміст незброджених вуглеводів становив 2,1 (проти  
4,6 г/100 см3 в контролі), а в кінці процесу – 0,40 (проти 0,56 г/100 см3) при 
однаковому накопиченні етанолу (11,5 об. %). Одержані дані про інтенси-
фікацію синтезу спирту дріжджами, що використовувалися багаторазово, 
підтверджуються зарубіжними дослідниками [15].

Завдяки збільшенню притоку свіжого сусла при бродінні з рецирку-
ляцією дріжджів, кількість клітин, що брунькуються, у кінці процесу за-
лишається на досить високому рівні навіть на 5 добу роботи установки 
і становить 37 % (в контролі без рециркуляції – 39 %), а число мертвих 
клітин – 5,3 % в умовах високої (11,5 об. %) концентрації спирту в середо
вищі, що мало відрізняється від цього показника в контролі (3,9 %). Інші 
автори [13] повідомляють про те, що кількість нежиттєздатних клітин у 
мелясній бражці з вмістом спирту 10,8 об. % (без рециркуляції дріжджів) 
становить близько 10 %.

Відомо, що умови процесу бродіння впливають на рівень біосинтезу 
вторинних продуктів метаболізму дріжджів, на утворення яких витрача-

Таблиця 1
Динаміка безперервного зброджування сусла підвищеної концен-

трації (27 %) сухих речовин

Показники Бродильні апарати
1 2 3 5 7 9 10

Бродіння без рециркуляції (контроль)

Біомаса дріжджів, г/дм3 26,0±
1,3 26,8±1,5 27,3±

1,4
28,5±

1,5
28,2 ± 

1,8
28,0 ± 

1,7
26,5 
± 1,6

Вміст етанолу, об. % 7,6±
0,05

8,5±
0,05

9,1±
0,06

10,7±
0,07

11,4±
0,07

11,5 ± 
0,07

11,5 ± 
0,07

Незброджені вуглеводи, 
г/100 см3 

4,6±
0,2 5,5±0,2 4,6±

0,2
2,9±
0,09

0,8±
0,02

0,6±
0,02

0,6±
0,02

Дріжджові клітини, що 
брунькуються, % 49±4 – 47±5 – – – 39±4

Мертві клітини, % 2,5±
0,2 – 2,7±

0,4 – – – 3,9±
0,4

Бродіння з рециркуляцією (дослід)

Біомаса дріжджів, г/дм3 31,0±1,5 69,0±3,0 48,0 
±2,1

36,0 ± 
1,8

36,0 ± 
2,0

12,0 ± 
0,06

15,0 
± 

0,08

Вміст етанолу, об. % 6,8±
0,04 8,6±0,05 9,5±

0,06
10,6 ± 
0,07

11,2 ± 
0,06

11,5 ± 
0,07

11,5 ± 
0,07

Незброджені вуглеводи, 
г/100 см3

4,6±
0,3 3,4±0,1 2,1±

0,1
0,7 ± 
0,03

0,6 ± 
0,02

0,4 ± 
0,02

0,4±
0,01

Дріжджові клітини, що 
брунькуються (через 

п’ять діб роботи уста-
новки), %

45±5 – 42±4 41±4 40±4 – 37±3

Мертві клітини через 
п’ять діб роботи уста-

новки, %

4,2±
0,5 – 5,2±

0,5 – – – 5,3±
0,6

Примітка: «–» – не визначали.
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ється певна кількість зброджуваних вуглеводів. У табл. 2 представлено 
вміст вторинних продуктів бродіння в зрілих бражках варіантів з різною 
швидкістю розбавлення середовища (D).

Результати, що наведено у табл. 2, свідчать про те, що використання 
рециркуляції продуцента спирту в батареї ферментерів навіть без зміни 
величини D (0,43 год-1) сприяє зменшенню накопичення таких продуктів 
бродіння, як складні ефіри, альдегіди, вищі спирти та гліцерин. Підви-
щення ж величини D до 0,57 год-1 (дослідний варіант 2) зумовило подаль-
ше зниження утворення складних ефірів, альдегідів, вищих спиртів та 
гліцерину в зрілих бражках порівняно з контролем, відповідно, на 35, 37, 
26 та 16 %. 

Основні показники процесу безперервної ферментації з рециркуляцією 
дріжджів зведені у табл. 3. У дослідному вар. № 1 за рахунок рециркуляції 

Таблиця 2
Вміст вторинних продуктів метаболізму дріжджів у зрілих бражках

Показники Контроль (без рецир-
куляції дріжджів)

Дослідні варіанти з рецир-
куляцією

1 2
D в головному ферментері, год-1 0,43 0,43 0,57

Леткі кислоти, г/дм3 безводного 
спирту (б.с.) 0,66±0,05 0,64±0,04 0,62±0,05

Складні ефіри, г/дм3  б.с. 0,84±0,06 0,71±0,06 0,55±0,04

Альдегіди, об. %×103 8,6±0,6 6,4±0,4 5,4±0,4

Вищі спирти, об. %×102 3,8±0,19 3,0±0,16 2,8±0,15

Гліцерин, г/дм3  бражки 5,45±0,22 4,90±0,20 4,59±0,16

Таблиця 3
Основні показники процесу безперервної ферментації з рециркуля-

цією дріжджів 

Показники
Контроль (без 
рециркуляції 

дріжджів)

Бродіння з рециркуляцією дріжджів 
(дослід)

варіант № 1 варіант № 2
D у головному ферментері, 

год-1 0,43±0,02 0,43±0,2 0,57±0,03

Концентрація дріжджів у 
головному апараті, г/дм3 27,4±1,5 43,8±1,9 35,1±1,7

Активність ферментів гліко-
лізу, одиниць/г білка:

гексокінази
фосфофруктокінази

26,2±1,5
3,12±0,20

28,7±1,6
3,36±0,21

32,1±1,6
4,02±0,20

Питома швидкість біосинте-
зу спирту дріжджами за весь 
період бродіння, см3 спирту/г 

дріжджів×год

0,172 0,180 0,207

Вихід спирту із сахарози, г/г 0,488 не визначали 0,497
Питома продуктивність фер-
ментаційного обладнання по 

етанолу, г/дм3×год
2,3 2,9 3,8
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спостерігається збільшення концентрації дріжджів у головному апараті до 
43,8 проти 27,4 г/дм3 у контролі. Збільшення швидкості притоку мелясно-
го сусла з 0,43 до 0,57 год-1  у вар. №2 сприяло зменшенню величини цього 
показника до 35,1 г/дм3, яка все одно була більшою, ніж у процесі без 
рециркуляції. Визначивши активність двох пускових ферментів гліколізу 
цих дріжджів встановлено, що у процесі спиртової ферментації з рецирку-
ляцією біомаси (досл. вар. № 1) навіть без збільшення величини D, актив-
ність гексокінази дріжджів збільшується на 9,5 %, а фосфофруктокінази 
– на 7,7 % проти контролю. При підвищенні величини D у дослідному 
варіанті № 2 до 0,57 год-1  виявлено суттєве збільшення вказаних актив-
ностей проти контролю: гексокінази – на 23 %, а фосфофруктокінази – на  
29 %. Це явище стало, очевидно, підґрунтям підвищення питомої швид-
кості біосинтезу спирту дріжджами за період бродіння з 0,180 (досл.  
вар. № 1) і 0,207 см3 спирту/г дріжджів×год (досл. вар. № 2).

Покращення життєздатності та підвищення активності рециркульова-
них дріжджів в умовах накопичення спирту до 10,5 об. % при зброджу-
ванні мелясного сусла спостерігали й інші дослідники в роботі [9]. Вони 
прогнозують можливість досягнення високої етанолпродуктивності про-
цесу в двоступеневій системі з поверненням дріжджів з другого апарату 
в перший. На жаль, у статті не наведено ступінь конверсії (глибину ути-
лізації) вуглеводів сусла при зброджуванні. Від цього показника суттєво 
залежить як продуктивність зброджування цукрів (у наших дослідах –  
38,18 г/дм3×год у головному ферментері), так і питома швидкість біосин-
тезу спирту дріжджами в ньому (2,46 г спирту/г дріжджів×год). 

Аналізуючи дані табл. 2 і 3, можна стверджувати, що в умовах спир-
тової ферментації з рециркуляцією біомаси фізіологічна активність дріж-
джів підвищується. Це зумовлює зменшення накопичення більшості вто-
ринних продуктів їх метаболізму (у першу чергу гліцерину) і, відповідно, 
скорочення нераціональних втрат вуглеводів, створюючи внаслідок цього 
їх резерв для утворення додаткової кількості етанолу. Визначено, що вихід 
етилового спирту із 1 г сахарози у вар. № 2 становив 0,497, а за даними [13] –  
0,41 см3. Необхідно зауважити, що ці результати одержані в умовах біль-
шої концентрації спирту в наших дослідах – 11,5 (табл. 1) проти 10,8 об. %  
та при однаковій з [13] продуктивності ферментаційної системи по етано-
лу (0,38 г/дм3×год) (табл. 3).

Таким чином, за результатами проведеної роботи було визначено особ
ливості метаболізму дріжджів Saccharomyces cerevisiae штаму М-5 у про-
цесі спиртового зброджування мелясного сусла підвищеної концентрації 
сухих речовин в умовах періодичної та безперервної ферментації. Вста-
новлено підвищення активності пускових ферментів гліколізу і посилен-
ня питомої спиртоутворювальної здатності рециркульованих дріжджів, а 
також зменшення накопичення ними вторинних продуктів бродіння. На 
наш погляд, одержані дані можна пояснити збільшенням притоку свіжого 
сусла у безперервному процесі і певною адаптацією дріжджів до умов 
середовища внаслідок довготривалого перебування у ньому. 

Вказані результати можна ефективно використати у промисловому ви-
робництві харчового, технічного і паливного етанолу. 
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА ДРОЖЖЕЙ ПРИ ИХ РЕЦИРКУЛЯЦИИ 
В УСЛОВИЯХ СПИРТОВОГО БРОЖЕНИЯ МЕЛАССНОГО СУСЛА

Р  е  з  ю  м  е
Исследованы особенности метаболизма дрожжей Saccharomyces cerevisiae штам-

ма М-5 в условиях спиртового сбраживания мелассного сусла повышенной концен-
трации сухих веществ в условиях периодической и непрерывной ферментации. При 
периодической спиртовой ферментации сусла концентрацией 27 % сухих веществ 
выявлено, что оптимальной является величина засевных дрожжей на уровне 60 г/дм3. 
Это обеспечивает максимальное накопление этанола в зрелой бражке (11,5 об. %), 
глубокую ассимиляцию углеводов и меньшее образование глицерина.

Промышленными исследованиями в непрерывном режиме установлено повы-
шение активности пусковых ферментов гликолиза и усиление удельной спиртообра-
зующей способности рециркулируемых дрожжей. Высказано предположение, что 
это происходит за счет увеличения притока свежего мелассного сусла и адаптации 
дрожжей к условиям среды вследствие длительного пребывания в нем. Увеличение 
скорости притока мелассного сусла в головной ферментер батареи с 0,43 до 0,57 ч-1 

способствует улучшению физиологических показателей рециркулируемых дрожжей, 
уменьшению накопления вторичных продуктов брожения (эфиров, альдегидов, выс-
ших спиртов, глицерина), повышению выхода спирта из сахарозы на 1,84 % и про-
дуктивности процесса с 2,3 до 3,8 г спирта/дм3×ч.

К л ю ч е в ы е   с л о в а: ферментация, Saccharomyces cerevisiae, рециркуляция 
дрожжей, этанол, вторичные продукты метаболизмa.
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FEATURES OF YEAST METABOLISM IN THEIR RECIRCULATION 
PROVIDED ALCOHOL FERMENTATION OF MOLASSES WORT 

S  u  m  m a  r  y
The subject of investigation are the peculiarities of yeast metabolism of Saccharomyces 

cerevisiae M-5 strain in the alcoholic fermentation of molasses wort of increased 
concentration of dry substances in terms of periodic and continuous fermentation. For 
periodic alcohol fermentation of wort concentrate having 27 % dry substance content it 
was established, that 60g /dm3 is the optimal value for inoculate yeast. This results in the 
maximal accumulation of ethanol in the mature mash (11.5 vol. %), in the deep assimilation 
of carbohydrates and by the generation of fewer amount of glycerin.

By industrial uninterrupted-mode investigations the increase in activity of starting 
enzymes of glycolysis and strengthening in the capacity of recirculated yeast have been 
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demonstrated. For the first time we show, that this is a consequence of adaptation of yeast 
to the cultural medium as a result of long-term stay of yeast in it. The increase of the inflow 
speed of molasses wort into the main fermenter of the battery from 0.43 to 0.57 h-1 improves 
physiological parameters of recirculated yeast. Also, this reduces the accumulation of 
secondary products of fermentation (ethers, aldehydes, higher alcohols, glycerin). At the 
same time, this approach allows to increase the yield of alcohol from the saccharose by  
1.84 % and to enhance the productivity with respect to ethanol from 2.3 to 3.8 g/dm3×h.

K e y   w o r d s: fermentation, Saccharomyces cerevisiae, yeast recirculation, ethanol, 
secondary products of metabolism.
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