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Ис сле до ва на спо соб ность к био син те зу ян тар ной кис ло ты ре ком би нан т ным штам мом дрож жей Yar ro wia li po ly ti сa ВКПМ
Y3753 в ла бо ра тор ном фер мен те ре при низ ких зна че ни ях pH. Про ве де но срав не ние пе ри о ди че ско го и отъ ем но-до лив но го ре -
жи мов ку ль ти ви ро ва ния дан но го штам ма. По до бра ны оп ти ма ль ные усло вия для осу ще ст в ле ния отъ ем но-до лив но го ре жи ма,
ко то рые обес пе чи ва ют на коп ле ние 55,3 г/л ян тар ной кис ло ты и мак си ма ль ную про дук тив ность по это му со е ди не нию –
2,6 г/(лч) – при сни же нии pH ку ль ту ра ль ной жид ко сти до 3,65 в кон це про цес са био син те за.

Клю че вые сло ва: би о син тез ян тар ной кис ло ты, низ кое зна че ние pH, отъ ем но- до лив ной ре жим, пе ри о ди чес кий ре жим, Yarrowia 
lipolytiсa.
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Ян тар ная кис ло та (ЯК), име ю щая вид бес -
цвет ных кри с тал лов и рас тво ри мая в во де, эта но -
ле и аце то не, бы ла впер вые об на ру же на в 1550 г. в 
ян та ре. Со е ди не ние ха рак те ри зу ет ся ши ро ким
спек тром про мыш лен но го при ме не ния, в ча ст но -
сти при по лу че нии про ме жу точ ных про дук тов
для про из вод ст ва ла ков и аро ма ти за то ров, а так -
же вку со вых до ба вок, бак те ри оста ти че ских и
ней тра ли зу ю щих аген тов в пи ще вой про мыш лен -
но сти. Кро ме то го, ЯК име ет спрос у про из во ди -
те лей за щит ных по кры тий, по вер х но ст но-ак тив -
ных ве ществ, кра си те лей, мо ю щих средств, рас -
тво ри те лей, био раз ла га е мо го пла с ти ка, а так же
ве ществ, сти му ли ру ю щих рост жи вот ных и рас те -
ний. За счет ли ней ной на сы щен ной струк ту ры
при на ли чии двух кар бок си ль ных групп ЯК слу -
жит ис точ ни ком для по лу че ния мно же ст ва хи ми -
че ских со е ди не ний, та ких как 1,4-бу тан ди ол,
-бу ти ро лак тон, тет ра гид ро фу ран, ади пи но вая
кис ло та, н-ме тил пир ро ли дон и раз лич ные али фа -
ти че ские эфи ры [1–4].

В свя зи с ухуд ше ни ем эко ло ги че ской об -
ста нов ки ожи да ет ся зна чи те ль ное уве ли че ние
спро са на ЯК, так как пу тем ее тер ми че ской по ли -

кон ден са ции с 1,3-про пан ди о лом мож но, на при -
мер, про из во дить но вый био раз ла га е мый по ли -
мер по ли-(1,3-про пи лен сук ци нат) [5]. Из ЯК так -
же мо жет быть по лу чен 1,4-бу тан ди ол, ко то рый в
да ль ней шем ис по ль зу ют, в ча ст но сти, для про из -
вод ст ва био раз ла га е мо го по ли бу ти лен сук ци на та
[6–8].

Ян тар ная кис ло та мо жет быть по лу че на
раз лич ны ми хи ми че ски ми спо со ба ми, ко то рые в
основ ном вклю ча ют окис ле ние па ра фи нов или
ка та ли ти че ское вос ста нов ле ние ма ле и но вой кис -
ло ты или ма ле и но во го ан гид ри да. В про цес се ка -
та ли ти че ско го окис ле ния па ра фи нов об ра зу ет ся
смесь раз лич ных ди кар бо но вых кис лот, из ко то -
рой ЯК за тем из в ле ка ют и очи ща ют пе ре гон кой
[9–10]. Уже в 1929 г. аме ри кан ская ком па ния Na -
ti o nal Ani li ne & Che mi cal за пу с ти ла про мыш лен -
ное про из вод ст во ЯК пу тем элек т ро ли ти че ско го
вос ста нов ле ния ма ле и но во го ан гид ри да [11]. При 
по лу че нии ЯК хи ми че ским пу тем ис по ль зу ют не -
во зоб нов ля е мое сы рье (нефть, при род ный газ) и
энер го ем кие тех но ло гии, тре бу ю щие вы со ких
тем пе ра тур и дав ле ний. Кро ме то го, проб ле ма
ути ли за ции от хо дов, а так же по сто ян но рас ту щие 
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це ны на нефть за став ля ют ис кать дру гие пу ти для
по лу че ния ЯК с ис по ль зо ва ни ем во зоб нов ля е мо -
го сы рья [12]. 

В по след нее время раз ра бот ки в об ла с ти
про из вод ст ва ЯК бы ли со сре до то че ны на ис по ль -
зо ва нии мик ро ор га низ мов, в ча ст но сти, бак те ри а -
ль ных про ду цен тов, ас си ми ли ру ю щих во зоб нов -
ля е мое рас ти те ль ное сы рье: Pro pi o ni bac te ri um sp.,
Es c he ric hia co li, Pec ti na tus sp., Bac te ro i des sp., Ru -
mi no coc cus fla ve fa ci ens, Ac ti no ba cil lus suc ci no ge nes,
Pre vo tel la ru mi ni co la, Suc ci ni mo nas amy lo ly ti ca,
Suc ci ni vib rio dex t ri ni sol vens, Wo li nel la suc ci no ge nes,
Lac to ba cil lus sp. и Cy top ha ga suc ci ni cans [13–16]. 

Сле ду ет от ме тить, что про цесс по лу че ния
ЯК с ис по ль зо ва ни ем бак те рий про те ка ет в ана -
эроб ных усло ви ях с по гло ще ни ем уг ле кис ло го
га за, и это мож но рас смат ри вать как пре и му ще -
ст во с точ ки зре ния эко ло гии. С дру гой сто ро ны,
ис по ль зо ва ние бак те рий воз мож но то ль ко при
ней тра ль ных зна че ни ях pH, в свя зи с чем не об хо -
ди мо при ме нять ще лочь для ней тра ли за ции про -
дук та – ЯК. В ре зу ль та те об ра зу ют ся со ли ян тар -
ной кис ло ты, и для ре ге не ра ции ЯК при хо дит ся
ис по ль зо вать си ль ную ми не ра ль ную кис ло ту,
что вле чет за со бой удо ро жа ние ко неч но го про -
дук та и об ра зо ва ние до пол ни те ль ных от хо дов.
Од ним из воз мож ных спо со бов очи ст ки ЯК яв ля -
ет ся ис по ль зо ва ние ионо об мен ных смо л. Од на ко 
по доб ные ме то ды вы де ле ния про дук та лег ко ре -
а ли зу е мы в не бо ль ших ла бо ра тор ных уста нов -
ках, но, как пра ви ло, не при ме ни мы в про мыш -
лен ных объ е мах [17].

В по след нее время ак тив но ве дут ся ра бо ты
по по лу че нию дрож же вых про ду цен тов ЯК, спо -
соб ных син те зи ро вать ее при низ ких зна че ни ях рН.
Наи луч ши ми на се год няш ний день яв ля ют ся ре -
зу ль та ты с ис по ль зо ва ни ем дрож жей Sac cha ro my -
ces ce re vi siae SUC-632: на коп ле ние ЯК – 80,1 г/л;
вы ход ЯК – 0,512 г/г глю ко зы при ко неч ном pH
3,0. При этом ку ль ти ви ро ва ние про хо ди ло с воз -
вра том био мас сы (каж дые 48 ч) и с ис по ль зо ва ни -
ем ме ла в ка че ст ве бу фер но го аген та. Та кой ре -
жим обес пе чи вал про дук тив ность – 1,67 г/(лч)
[18]. Наи бо лее вы со кие ре зу ль та ты по на коп ле -
нию ЯК (160,2 г/л) дрож жа ми Yar ro wia li po ly ti ca
PGC01003 бы ли по лу че ны при ку ль ти ви ро ва нии
в отъ ем но-до лив ном ре жи ме при pH 6,0 с ис по ль -
зо ва ни ем 5 М Na OH в ка че ст ве тит ру ю ще го
аген та и гли це ри на как ис точ ни ка уг ле ро да. При
этом вы ход ЯК со став лял 0,4 г/г гли це ри на, а про -
дук тив ность – 0,4 г/(лч) [19].

Штамм дрож жей Yar ro wia li po ly ti ca ВКПМ
Y3753, по лу чен ный в Го су дар ст вен ном на уч -
но-ис сле до ва те ль ском ин сти ту те ге не ти ки и се -

лек ции про мыш лен ных мик ро ор га низ мов (Гос -
НИ И ге не ти ка), при ку ль ти ви ро ва нии в про бир -
ках на бо га той сре де, со дер жа щей дрож же вой эк -
ст ракт и пеп тон, спо со бен на кап ли вать 60,0 г/л
ЯК за 96 ч. При этом вы ход про дук та со став ля ет
0,57 г/г глю ко зы при ко неч ном pH 3,0 [20].

Це лью на сто я ще го ис сле до ва ния бы ло про -
ве де ние оп ти ми за ции про цес са био син те за ЯК
штам мом Yar ro wia li po ly ti ca (ВКПМ Y3753) в ла -
бо ра тор ном фер мен те ре пу тем вы бо ра эф фек тив -
но го ре жи ма ку ль ти ви ро ва ния и под бо ра его па -
ра мет ров.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

В ра бо те ис по ль зо ва ли штамм дрож жей
Yar ro wia li po ly ti ca ВКПМ Y3753, по лу чен ный из
На ци о на ль но го био ре сур с но го цен т ра «Все рос -
сий ская кол лек ция про мыш лен ных мик ро ор га -
низ мов» (БРЦ ВКПМ, Гос НИ И ге не ти ка).

Ку ль ту ру под дер жи ва ли при 4°С на ага ри -
зо ван ной сре де YPG с ме лом сле ду ю ще го со ста -
ва, г/л: дрож же вой эк ст ракт (Sprin ger, Фран ция) –
10; пеп тон дрож же вой (Sprin ger) – 10; гли це рин
(«Хим мед», Рос сия) – 20; агар (BD, Фран ция) –
20; Ca2CO3 («Хим мед») – 10. Пе ре сев на све жую
сре ду про во ди ли один раз в ме сяц. 

По сев ной ма те ри ал для фер мен те ров вы ра -
щи ва ли сна ча ла в про бир ках в те че ние 48 ч при
тем пе ра ту ре 30°С и 250 об/мин в 10 мл ми не ра ль -
ной сре ды сле ду ю ще го со ста ва, г/л: (NH4)2HPO4 –
7,3; NH4H2PO4 – 10,89; KCl –1,0; NaCl – 0,5;
MgSO47H2O – 0,65; CaCl2 – 0,111; ли мон ная кис -
ло та (все про из вод ст ва «Хим мед») – 1,8; глю ко за
(Ro qu et te, Фран ция) – 30; L-лей цин («ДиаМ»,
Рос сия) – 5,0; рас твор мик ро эле мен тов – 4,6 мл
(со став рас тво ра мик ро эле мен тов, г/л:
CuSO45H2O – 6,0; KI – 0,088; MnSO4·5H2O – 3,0;
H3BO3 – 0,2; CoCl26H2O – 0,955; ZnSO47H2O –
42,0; FeSO47H2O – 65,0 (все про из вод ст ва «Хим -
мед»); H2SO4конц. («Сиг ма Тек», Рос сия) – 5,0 мл/л; 
био тин (Ap pliC hem, Гер ма ния) – 0,2 мг/л; ти а мин
(Ap pliC hem) – 1,0 мг/л. 

КЖ из про би рок ис по ль зо ва ли в ка че ст ве
по сев но го ма те ри а ла для колб в ко ли че ст ве 10%
(об.). Вы ра щи ва ние в кол бах про во ди ли в те че ние 
24 ч в тех же усло ви ях и в 100 мл ми не ра ль ной
сре ды того же со ста ва, что и в про бир ках.

Ап па ра тур ное ку ль ти ви ро ва ние про во ди ли 
в фер мен те рах Ma ru bis hi (Япо ния) с ин тег ри -
ро ван ной си с те мой про грам мно го управ ле ния
MERA BIT (Kek lab, Рос сия) объ е мом 1,0 л (ра бо -
чий объ ем 600 мл). Аэра цию осу ще ст в ля ли по да -
чей воз ду ха (600 мл/мин) при ско ро сти вра ще ния
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ме шал ки 700 об/мин. Кон цен т ра цию кис ло ро да в
сре де кон т ро ли ро ва ли дат чи ком Met tler To le do
InPro6800 (Швей ца рия). Ку ль ти ви ро ва ние осу ще -
ст в ля ли при тем пе ра ту ре 30C. Сре да име ла тот
же со став, что и для вы ра щи ва ния по сев но го ма -
те ри а ла, но на ча ль ная кон цен т ра ция глю ко зы
была ин ди ви ду а ль на для каж до го ре жи ма. Зна че -
ние рН сре ды (на ча ль ное зна че ние ука за но для
каж до го эк с пе ри мен та в тек сте) кон т ро ли ро ва ли
дат чи ком Met tler To le do InPro3030 (Швей ца рия),
при не об хо ди мо сти по вы шая это зна че ние до бав -
ле ни ем 25%-но го рас тво ра NH4OH.

Ку ль ти ви ро ва ние в пе ри о ди че ском ре жи ме
про во ди ли в те че ние 68 ч с на ча ль ной кон цен т ра -
цией глю ко зы 150 г/л и на ча ль ным зна че ни ем
pH 7,28. С 49-го часа pH под дер жи ва ли на уров не
3,6 пу тем до бав ле ния 25%-но го рас тво ра NH4OH.
По сев ной ма те ри ал, вы ра щен ный в кол бах, вно -
си ли в ко ли че ст ве 30% (об.).

Оп ти ми за цию отъ ем но-до лив но го ре жи ма
про во ди ли на осно ве трех раз лич ных ал го рит мов, 
от ли ча ю щих ся дли те ль но стью цик ла «отъ ем-до -
лив» – 48 ч, 24 и 8 ч. При пе ри о дич но сти в 48 ч и
24 ч в кон це цик ла от би ра ли 70,0% (об.) КЖ, при
пе ри о дич но сти в 8 ч – 33,3% (об.). По сле сли ва в
фер мен те ры по да ва ли све жую пи та те ль ную сре -
ду то го же со ста ва в ука зан ном выше объ е ме, но с
та кой кон цен т ра цией глю ко зы, что бы к кон цу
цик ла ку ль ти ви ро ва ния она пол но стью ас си ми ли -
ро ва лась. На ча ль ное зна че ние pH сре ды в фер -
мен те ре при пе ри о дич но сти в 48 ч и 24 ч в каж дом 
цик ле по вы ша ли до зна че ния 7,0. При пе ри о дич -
но сти в 8 ч на ча ль ное зна че ние pH по сле до ва те ль -
но по ни жа ли в каж дом но во м цикле (в пер вом –
6,0, а в по след них двух – 4,3). Ко неч ный pH в каж -
дом цик ле сни жал ся до ми ни ма ль но го зна че ния,
при ко то ром не на блю да лось ин ги би ро ва ние ро с -
та дрож жей. Про це ду ру отъ е ма-до ли ва по вто ря -
ли до тех пор, пока не уста нав ли ва лось ста ци о -
нар ное со сто я ние по лу неп ре рыв но го про цес са
при оп ти ма ль ных зна че ни ях на ча ль ной кон цен т -
ра ции глю ко зы и pH КЖ, т.е. пока эти по ка за те ли 
не на чи на ли вос про из во ди ть ся са мо сто я те ль но,
что про ис хо ди ло в двух по след них цик лах каж до -
го ре жи ма.

В про цес се фер мен та ции от би ра ли про бы
КЖ, био мас су от де ля ли на мик ро цен т ри фу ге Ep -
pen dorf Mi niS pin (Гер ма ния) при 14100 g в те че -
ние 5 мин, дваж ды от мы ва ли ди с тил ли ро ван ной
во дой, а за тем ли о фи ль но вы су ши ва ли пе ред
взве ши ва ни ем. В су пер на тан те из ме ря ли кон цен -
т ра цию глю ко зы и ЯК.

Со дер жа ние глю ко зы в су пер на тан те опре -
де ля ли спек тро фо то мет ри че ски глю ко зо ок си даз -

ным ме то дом с по мо щью на бо ра ре а ген тов «Диа -
ком Глю ко за» (ЗАО «Диа ком–ВНЦМДЛ», Рос -
сия) со глас но ин ст рук ции про из во ди те ля.

Со дер жа ние ЯК и дру гих ор га ни че ских
кис лот опре де ля ли ме то дом ВЭЖХ с ис по ль зо ва -
ни ем хро ма тог ра фа Al li an ce (мо дуль раз де ле ния
Wa ters 2695; фо то ди од ный де тек тор Wa ters 2996,
США) и ко лон ки с об ра щен ной фа зой YMC-Tri art 
C18 (4,6 мм  250 мм, 5 мкм, 12 нм, Dr. Ma isch,
Гер ма ния). Элю цию про во ди ли во дным рас т -
во ром фос фор ной кис ло ты (0,1%) при ско ро с -
ти 1 мл/мин. Пики ре ги ст ри ро ва ли при дли не вол -
ны 210 нм.

Уде ль ную ско рость ро с та ку ль ту ры µ (ч–1)
рас счи ты ва ли по фор му ле:
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где m1 и m2 – кон цен т ра ция би о мас сы, г/л, в мо -
мент вре ме ни t1 и t2, ч, со от вет с т вен но.

Уде ль ную ско рость био син те за ЯК qp (г ЯК/г
био мас сыч) рас счи ты ва ли по фор му ле:
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где P1 и P2 – кон цен т ра ция ЯК, г/л, в мо мент вре -
ме ни t1 и t2, ч, со от вет с т вен но. 

Вы ход ЯК на еди ни цу по треб лен но го суб -
ст ра та Y (г/г) рас счи ты ва ли по фор му ле:

Y R
S

 ,

где R – об щее ко ли чес т во кис ло ты в кон це куль -
ти ви ро ва ния, г; S – ко ли чес т во пот реб лен но го
суб с т ра та (глю ко зы) за пе ри од рос та и би о син те -
за, г. 

Про дук тив ность ЯК (г кис ло ты/(л КЖч))
рас счи ты ва ли по фор му ле:

Q P P
t tp 



2 1

2 1

,

Ско рость раз бав ле ния D (ч–1) для отъ ем -
но- до лив ных фер мен та ций рас счи ты ва ли по фор -
му ле:

D
T


V
V

o

p

� ,

где Vоб – объ ем сли ва е мой КЖ/до ли ва е мой све -
жей сре ды, л; Vр – ра бо чий объ ем фер мен те ра, л;
T – вре мя про ве де ния отъ ем но- до лив ной фер мен -
та ции, ч.

70 Biotechnology, 2016, V. 32, N 6

 БОН ДА РЕН КО и др.



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для про мыш лен но го про из вод ст ва био тех -
но ло ги че ско го про дук та кро ме под хо дя ще го про -
ду цен та с не об хо ди мы ми свой ст ва ми, вы де лен -
но го из при род ных ис точ ни ков, се лек ци о ни ро -
ван но го или по лу чен но го ген но-ин же нер ны ми
ме то да ми, не об хо ди мо иметь ин фор ма цию о мно -
же ст ве фак то ров, ко то рые обу слов ли ва ют се бе -
сто и мость про дук та. К та ким фак то рам от но сят ся
сто и мость сы рья, про дол жи те ль ность фер мен та -
ции, срок эк с п лу а та ции обо ру до ва ния, а так же
ма те ри а ль ные и энер ге ти че ские за тра ты на вы де -
ле ние про дук та. Для то го, что бы оце нить воз мож -
ность сни же ния се бе сто и мо сти, не об хо ди мо мо -
де ли ро вать раз лич ные ре жи мы и усло вия про из -
вод ст ва в ла бо ра тор ных фер мен те рах, а так же
под би рать оп ти ма ль ные па ра мет ры фер мен та -
ции: ско рость по да чи пи та те ль ной сре ды; ин тен -
сив ность аэра ции (в слу чае аэроб но го про цес са),
ско рость вра ще ния пе ре ме ши ва ю ще го устрой ст -
ва, а так же зна че ния pH и мак си ма ль ные кон цен т -
ра ции про дук та и основ но го ис точ ни ка уг ле ро да,
при ко то рых не про ис хо дит ин ги би ро ва ние ку ль -
ту ры.

Пра ви ль ную оцен ку эф фек тив но сти био -
тех но ло ги че ско го про из вод ст ва мож но про во -
дить лишь на осно ве опре де ле ния глав ных кри те -
ри ев (па ра мет ров), по ко то рым мож но срав ни вать
раз лич ные про цес сы фер мен та ции. В на сто я щее
вре мя при ня то ис по ль зо вать та кие кри те рии, как
кон цен т ра ция про дук та в КЖ (г/л), вы ход про дук -
та (эко но ми че ский ко эф фи ци ент), опре де ля е мый
как от но ше ние ко ли че ст ва по лу чен но го про дук та
к ко ли че ст ву по треб лен но го суб ст ра та (г/г, или
%), и про дук тив ность про цес са, ха рак те ри зу ю ща -
я ся ко ли че ст вом про дук та, по лу ча е мо го на еди -
ни цу ра бо че го объ е ма био ре ак то ра в еди ни цу вре -
ме ни (г/(лч)). Про во дя срав не ние дан ных кри те -
ри ев эф фек тив но сти, мож но по до брать ре жи мы
ку ль ти ви ро ва ния дрож жей в ла бо ра тор ном фер -
мен те ре, наи бо лее близ кие к оп ти ма ль ным с эко -
но ми че ской точ ки зре ния. По лу чен ные ре зу ль та -
ты мож но ис по ль зо вать при мас ш та би ро ва нии
про цес са про из вод ст ва про дук та от мо де ль ной к
опыт но-про мыш лен ной уста нов ке.

Фер мен та ция в пе ри о ди че ском ре жи ме

Про стая пе ри о ди че ская ку ль ту ра, со дер жа -
щая огра ни чен ное пер во на ча ль ное ко ли че ст во
пи та те ль но го суб ст ра та, яв ля ет ся за кры той си с те -
мой, в ко то рой ско рость ро с та био мас сы стре мит -
ся к нулю либо из-за не до стат ка суб ст ра та, либо

из-за не пе ре но си мо сти про дук та при его на коп ле -
нии. Та кие си с те мы все гда на хо дят ся в не у стой -
чи вом со сто я нии [21]. Ис сле дуя при чи ны не у -
стой чи во го со сто я ния, мож но опре де лить на -
прав ле ние оп ти ми за ции ре жи ма ку ль ти ви ро ва -
ния штам ма, про ду ци ру ю ще го, в ча ст но сти, ЯК.

На рис. 1 пред став ле на ди на ми ка кон цен т -
ра ции био мас сы, по треб ле ния глю ко зы и на коп -
ле ния ЯК, а так же со дер жа ния рас тво рен но го
кис ло ро да и pH сре ды при пе ри о ди че ском ку ль -
ти ви ро ва нии в фер мен те ре штам ма Yar ro wia li po -
ly ti ca ВКПМ Y3753. Пер вые 45 ч ку ль ту ра на хо -
ди лась в эк с по нен ци а ль ной фазе, при этом со хра -
ня лась мак си ма ль ная уде ль ная ско рость ро с та
(µmax) 0,076 ч–1 За тем на сту па ла ста ци о нар ная
фаза, что от ра жа лось на ин тен сив но сти ды ха ния
ку ль ту ры (см. рис.1, b); при этом в мо мент за мед -
ле ния ро с та кон цен т ра ция глю ко зы со став ля ла
94 г/л, кон цен т ра ция ЯК – око ло 25 г/л, а зна че -
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Рис. 1. Изменение па ра мет ров син те за ЯК штам мом
Y. lipolytica ВКПМ Y3753 при пе ри о ди чес ком куль ти ви ро ва -
нии про ду цен та в фер мен те ре. а – ди на ми ка на коп ле ния би о -
мас сы (1), со дер жа ния глю ко зы (2) и со дер жа ния ЯК (3); b –
ди на ми ка кон цен т ра ции кис ло ро да (4) и pH (5)

Fig. 1. Parameters of succinic acid batch synthesis in
fermenter by Y. lipolytica VKPM Y3753. (a): (1), biomass
accumulation (logarithmic scale); (2), glucose content; (3),
succinic acid content. (b): (4), oxygen concentration; and (5), pH



ние pH опу с ка лось до 3,8. Из ве ст но, что дан ный
штамм при ку ль ти ви ро ва нии в про бир ках на бо -
га той пи та те ль ной сре де YPD спо со бен на кап ли -
вать 60 г/л ЯК за 96 ч [20]. На этом осно ва нии
мож но пред по ло жить, что ЯК не ин ги би ру ет рост
про ду цен та при кон цен т ра ции 25 г/л, и, ве ро ят но,
за мед ле ние на коп ле ния био мас сы в фер мен те ре
свя за но с низ ким зна че ни ем pH сре ды.

Био син тез ЯК про ис хо дил на про тя же нии
все го про цес са ку ль ти ви ро ва ния в фер мен те ре,
при чем мак си ма ль ная уде ль ная ско рость био син -
те за qpmax на блю да лась в пе ри од с 40-го по 47-й
час и со став ля ла 0,15 г/(г  ч) (рис. 2). К кон цу ку -
ль ти ви ро ва ния (68 ч) на коп ле ние ЯК со став ляло
47,1 г/л (см. рис.1, a). Сред няя про дук тив ность
за весь про цесс была рав на 0,69 г/(л·ч); вы ход
про дук та со ста вил 0,32 г/г. 

На осно ва нии по лу чен ных ре зу ль та тов
мож но сде лать вы вод, что для ин тен си фи ка ции
про цес са био син те за ЯК не об хо ди мо, что бы ку -
ль ту ра как мож но до ль ше на хо ди лась в эк с по нен -
ци а ль ной фа зе ро с та при вы со кой кон цен т ра ции
био мас сы, при чем не сле ду ет про дол жи те ль ное
время вы дер жи вать ку ль ту ру при pH ни же 3,8.

Фер мен та ция в отъ ем но-до лив ном ре жи ме

С уче том по лу чен ных ре зу ль та тов ку ль ти -
ви ро ва ния в пе ри о ди че ском ре жи ме бы ло ре ше но 
про во дить ис сле до ва ния по ку ль ти ви ро ва нию в
отъ ем но-до лив ном ре жи ме. По след ний по зво ля ет 
не то ль ко по сто ян но обес пе чи вать ку ль ту ру суб -
ст ра том, но и раз бав лять сре ду, по вы шая pH и да -
вая ку ль ту ре воз мож ность вер ну ть ся на ста дию
мак си ма ль но го ро с та. Та кой спо соб ку ль ти ви ро -
ва ния де ла ет воз мож ным ве де ние про цес са в
прак ти че ски не пре рыв ном ре жи ме при пе ри о ди -
че ском уда ле нии из фер мен те ра про дук тов жиз -
не де я те ль но сти мик ро ор га низ мов, ко то рые мо гут 
ока зы вать ин ги би ру ю щее воз дей ст вие, обу слов -

ли вая тем са мым бо лее вы со кую про дук тив ность
дан но го про цес са по срав не нию с дру ги ми ре жи -
ма ми.

Основ ной за да чей этой ча с ти ис сле до ва ния
бы ло опре де ле ние оп ти ма ль но го ал го рит ма ку ль -
ти ви ро ва ния (объ ем от би ра е мой КЖ и пе ри о дич -
ность отъ е ма-до ли ва). При этом не об хо ди мо бы -
ло по до брать та кую кон цен т ра цию глю ко зы в
сре де, что бы она пол но стью рас хо до ва лась к кон -
цу пе ри о да, так как при сут ст вие глю ко зы мо жет
не га тив но по вли ять на про цесс вы де ле ния и очи -
ст ки ЯК. Важ но бы ло так же по до брать на ча ль ное
зна че ние pH, ко то рое бы обес пе чи ва ло ку ль ту ре
мак си ма ль ную ско рость ро с та и уста но вить по
воз мож но сти наи бо лее низ кое зна че ние pH от би -
ра е мой КЖ.

При ку ль ти ви ро ва нии с пе ри о дич но стью
48 ч и 24 ч ско рость раз бав ле ния (D) со став ля ла
0,015 ч–1 и 0,03 ч–1, со от вет ст вен но. При ис по ль зо -
ва нии пе ри о ди че ско го ре жи ма фер мен та ции бы -
ло уста нов ле но, что мак си ма ль ная уде ль ная ско -
рость ро с та ку ль ту ры (µmax) рав на 0,076 ч–1, что
зна чи те ль но вы ше ско ро сти раз бав ле ния, ха рак -
тер ной для отъ ем но-до лив ных ре жи мов. По э то му 
кон цен т ра ция био мас сы в кон це каж до го пе ри о да 
уве ли чи ва лась до тех пор, по ка си с те ма не вхо ди -
ла в ста ци о нар ное со сто я ние, по доб ное ста ци о -
нар но му со сто я нию при хе мо ста те, ко то рое ха -
рак те ри зу ет ся по сто ян ной кон цен т ра цией био -
мас сы, ЯК и глю ко зы в на ча ле и в кон це каж до го
пе ри о да (табл. 1). 

При срав не нии ре зу ль та тов этих двух ре жи -
мов отъ е ма-до ли ва ока за лось, что при 24-ча со вой
пе ри о дич но сти сред няя про дук тив ность со став -
ля ла 0,95 г/(лч), а при 48-ча со вой – 0,57 г/(лч).
При этом вы ход ЯК в обо их ва ри ан тах был оди на -
ко вым – 0,26 г/г, что го во рит о пре и му ще ст ве со -
кра ще ния пе ри о да отъ ем но-до лив но го ре жи ма.
Ко неч ная кон цен т ра ция ЯК при пе ри о де 24 ч ока -
за лась ни же – 31,3 г/л по срав не нию с 48-ча со вой
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Рис. 2. Из ме не ние удель ной ско рос ти би о син те за ЯК
штам мом Y. lipolytica ВКПМ Y3753 (сред ние зна че ния в ин -
тер ва лах меж ду со сед ни ми от бо ра ми проб)

Fig. 2. Specific rate of succinic acid biosynthesis by Y.
lipolytica VKPM Y3753 strain (mean values between
neighboring samplings)



пе ри о дич но стью – 35,3 г/л. Это объ яс ня ет ся бо лее 
ча с тым раз бав ле ни ем КЖ од ним и тем же объ е -
мом све жей сре ды (420 мл).

Учи ты вая по лу чен ные ре зу ль та ты, бы ло
ре ше но да лее со кра тить дли те ль ность пе ри о да
отъ е ма-до ли ва, но од но вре мен но и сни зить вли я -
ние эф фек та раз бав ле ния све жей сре дой на ко неч -
ную кон цен т ра цию про дук та пу тем уме нь ше ния
объ е ма сли ва е мой КЖ и до бав ля е мой све жей сре -
ды. Да лее отъ ем но-до лив ное ку ль ти ви ро ва ние
про во ди ли с пе ри о дич но стью в 8 ч, об нов ляя
33,3% объ е ма ку ль ту ра ль ной жид ко сти; при этом
ско рость раз бав ле ния со став ля ла 0,042 ч–1, что
ме нь ше мак си ма ль ной уде ль ной ско ро сти ро с та
(так же, как это име ло мес то и при 24- и 48-ча со -
вой пе ри о дич но сти).

На рис. 3 вид но, как в те че ние каж до го пе -
ри о да в КЖ по сте пен но на кап ли ва лись био мас са
и ЯК до уста нов ле ния ста ци о нар но го со сто я ния.

В та ком ре жи ме вы ра щи ва ния ку ль ту ра
пер вые шесть ча сов на хо ди лась в эк с по нен ци а ль -
ной фа зе, а по след ние два ча са пе ред об нов ле ни -

ем сре ды на чи на лась фа за за мед ле ния ро с та. И
имен но этот пе ри од вре ме ни ха рак те ри зо вал ся
наи бо лее ак тив ным био син те зом ЯК.

Сред няя про дук тив ность по ЯК при дан ном 
ре жи ме со став ля ла 2,6 г/(лч), что поч ти в 4 ра за
пре вос хо дит сред нюю про дук тив ность при пе ри -
о ди че ском ре жи ме ку ль ти ви ро ва ния и под твер ж -
да ет пре и му ще ст во со кра ще ния пе ри о да отъ ем -
но-до лив ной фер мен та ции. Вы ход ЯК со ста вил
0,34 г/г; ко неч ная кон цен т ра ция в сре де – 55,3 г/л.
Не ль зя ска зать, что пред ла га е мый ре жим обес пе -
чи ва ет зна чи те ль ное уве ли че ние вы хо да ЯК и ее
ко неч ной кон цен т ра ции по срав не нию с пе ри о ди -
че ским, од на ко пер вый име ет яв ное пре и му ще ст -
во по про дук тив но сти, а зна чит, и по про дол жи -
те ль но сти фер мен та ции (табл. 2).

Та ким об ра зом, в ре зу ль та те про ве ден ной
ра бо ты уда лось по ка зать пре и му ще ст во ис по ль -
зо ва ния отъ ем но-до лив но го ре жи ма ку ль ти ви ро -
ва ния по срав не нию с пе ри о ди че ским, а так же
воз мож ность уве ли че ния эф фек тив но сти био син -
те за пу тем под бо ра ал го рит ма осу ще ст в ле ния
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Та б ли  ца  1

Кон цен т ра ция био мас сы при отъ ем но-до лив ном ку ль ти ви ро ва нии

Bi o mass con cen t ra ti on at re pe a ted-batch cul tu ring

Дли те ль ность
цикла, ч

Дли те ль ность
фер мен таии, ч

Ко ли че ст во
циклов

Кон цен т ра ция био мас сы, г/л

На ча ло
1-го цикла

Ко нец
1-го цик ла

На ча ло
по след них

двух циклов

Ко нец
по след них

двух цик лов

48 144 3 2,5 8,1 4,5 17,0

24 144 6 2,5 9,8 5,5 23,0

8 48 6 8,5 17,0 18 27,5

Рис. 3. Син тез ЯК штам мом Y. lipolytica Y3753 в отъ -
ем но- до лив ном ре жи ме с пе ри о дич нос тью 8 ч: 1 – кон цен т ра -
ция би о мас сы; 2 – кон цен т ра ция ЯК; се рый цвет – кон цен т ра -
ция глю ко зы

Fig. 3. Succinic acid biosynthesis by Y. lipolytica Y3753
strain under repeated-batch regime with 8-h period: (1), biomass
concentration; (2), succinic acid concentration. Glucose con -
centration is shown gray



дан но го ре жи ма. Оп ти ми зи ро ван ный про цесс
ку ль ти ви ро ва ния мо жет быть ис по ль зо ван  для
про мыш лен но го про из вод ст ва ЯК на осно ве
штам ма дрож жей Y. li po ly ti ca Y3753.
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Та б ли  ца  2

Кри те рии эф фек тив но сти раз лич ных ре жи мов фер мен та ции

Cri te ria of va rio us fer men ta ti on re gi mes ef fi ci en cy

Кри те рий эф фек тив но сти Пе ри о ди че ский
ре жим

Отъ ем но-до лив ной ре жим с дли те ль но стью цикла

48 ч 24 ч 8 ч

Сли ва е мый объ ем,% 100,0 70,0 70,0 33,3

Про дол жи тель ность фер мен та ции
(вре мя сли ва 100% ра бо че го 
объ е ма фер мен те ра), ч 
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по ЯК, г/(лч)
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Ко неч ная кон цен т ра ция ЯК, г/л 47,1 35,3 31,3 55,3
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Op t i  mi  za  t i  on o f  Re p e  a ted- Batch  Fer m en ta t i  on of  an Y east
Re  com bi  nant  S tra  in Yar ro  wia l i  po ly t i  сa for  Suc c i  nic  Acid
Pro  duc ti  o n at  Low pH
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Ab s t ract–The ca pa ci ty of bi o syn t he sis of suc ci nic acid of a re com bi nant yeast stra in Yar ro wia li po ly ti сa VKPM Y3753 has been stu di -
ed in a la bo ra to ry fer men ter at low pH. The batch and re pe a ted-batch mo des of cul tu ring of the stra in were com pa red. The op ti mal con di -
ti ons for the re pe a ted-batch cul ti va ti on that pro vi ded the ac cu mu la ti on of 55.3 g/L suc ci nic acid with a pro duc ti vi ty of 2.6 g/L/h at the fi -
nal pH va lue in the cul tu re broth equ al to 3.65 by the end of fer men ta ti on we re se lec ted.

Key words: batch regime, low pH, repeated-batch culturing, succinic acid biosynthesis,  Yarrowia lipolytiсa.
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