
6 Biotechnology  2020  V. 36  No. 6

ISSN 0234-2758  Биотехнология, 2020, Т. 36, № 6, С. 6–16

Проблемы и перспективы
УДК 579.66

Б и ол о г и ч е с ка я  р ол ь  гл и ц е р и н а  в   к л е т ка х  д р ож же й ���. 
Д р ож ж и  ка к  п р од у ц е н т ы  гл и ц е р и н а

© 2020	 М.М. ВУСТИН1, 2*

1 � ФГБУ Государственный научно-исследовательский институт генетики и селекции промышленных 
микроорганизмов Национального исследовательского центра «Курчатовский институт», Москва, 117545

2 � Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», Москва, 123182

*e-mail: vustinmm@genetika.ru, vustin.mm@gmail.com

Поступила в редакцию 	 03.09.2020 г.
После доработки	 24.10.2020 г.
Принята к публикации	 01.12.2020 г.

В  представленном обзоре собрана информация о  физиологической роли глицерина 
в жизнедеятельности дрожжевой клетки как осмопротекторного и криопротекторного фактора. 
Показано значение биосинтеза глицерина в  дрожжах при культивировании их  в  анаэробных 
и  микроаэрофильных условиях. Рассмотрена зависимость продукции глицерина дрожжами 
от  условий культивирования и  состава питательных сред. Проведен анализ литературы 
по  продукции глицерина различными таксономическими группами дрожжей. На  основании 
изученного литературного материала сделаны прогнозы относительно перспектив использования 
дрожжевых организмов в качестве продуцентов глицерина ферментационным путем.
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Еще в середине девятнадцатого века Пастером 
глицерин впервые был обнаружен как минорный 
продукт спиртового брожения сахаров у дрожжей. 
Он накапливался в культуральной жидкости в ко-
личествах, составляющих несколько процентов.

Как таковое, микробное производство глицери-
на путем ферментации было начато только во время 
Первой мировой войны, когда возникла острая необ-
ходимость в нем в качестве основного компонента 
при производстве взрывчатых веществ. В последую-
щие годы производство глицерина с помощью ми-
кробного синтеза заметно снизилось, из-за трудно-
стей, связанных с извлечением и очисткой глицерина 
из микробной культуральной жидкости, кроме того 
оно не могло конкурировать с более экономически 
выгодным химическим синтезом на основе продук-
тов переработки нефти. В настоящее время наблюда-
ется новая волна повышенного интереса к глицери-
ну, который производится с помощью дрожжей. Это 

в первую очередь связано с переизбытком дешевого 
углеводного сырья, появившегося на мировом рынке 
в следствие выращивания высокоурожайных сортов 
зерновых культур, таких как пшеница и  кукуруза. 
Глицерин является побочным продуктом при произ-
водстве биодизеля для двигателей внутренного сго-
рания. Существенное снижение объемов этого про-
изводства в связи с появлением более экологичных 
электрических двигателей сыграло не  малую роль 
в  необходимости усовершенствования процессов 
получения глицерина с помощью микроорганизмов, 
в частности дрожжей. Роль глицерина в жизнедея-
тельности дрожжей давно и хорошо изучена. В клет-
ках этих организмов он играет очень важную роль 
как фактор осморегуляции и криозащиты. Одновре-
менно с этим глицерин может служить окислитель-
но-восстановительным стоком для избытка НАДH, 
который образуется в  анаэробных или микроаэро-
фильных условиях культивирования.

Список сокращений: АВ — активность воды; НАД — никотинамидадениндинуклеотид; Gph — глицерол-3-фосфат-дегидро-
геназа; Pdc — пируватдекарбоксилаза; Pdh — пируватдегидрогеназа; Gpd — цитозольная глицерол-3-фосфат-дегидрогеназа; 
Gpp — глицерол-3-фосфатфосфатаза; FPS1 — ген, кодирующий синтез белка-канала Fps1p, регулирующего диффузию гли-
церина; GPP1  — ген, кодирующий синтез глицерол-1-фосфат-фосфогидролазы1; HOG  — специальный сигнальный путь; 
Nde — внешняя митохондриальная НАДН-дегидрогеназа; Ndi — внутренняя митохондриальная НАДН-дегидрогеназа.
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ОСМОРЕГУЛЯЦИЯ

Поддержание клеточного водного баланса яв-
ляется основополагающим для всех живых орга-
низмов. Быстрые изменения во  внеклеточной ос-
молярности и  активности воды (АВ) могут быть 
вредными для клеток, например, повышенное ос-
мотическое давление окружающей среды вызывает 
отток воды и, следовательно, изменение регидно-
сти клеток. Накопление определенных растворен-
ных веществ, необходимых для компенсации поте-
ри воды, является универсальной стратегией выжи-
вания в этих условиях [1]. Такие вещества должны 
быть совместимы с  внутриклеточными процес-
сами и  их  растворы должны либо замещать воду, 
либо изменять градиент концентрации осмолита, 
возвращая воду обратно в клетку. В микроорганиз-
мах наиболее распространенными являются рас-
творы небольших незаряженных молекул — поли-
олов (глицерин, арабит) или углеводов (трегалоза 
и сахароза), а также аминокислот (пролин, глутамат 
или глютамин) и эктоинов (β- гидроксиэктоин) [2]. 
В дрожжах и других грибах глицерин является наи-
более заметным растворенным веществом, кото-
рое регулирует клеточный тургор в  условиях вы-
сокой внеклеточной осмолярности  [3, 4]. Напри-
мер, на начальном этапе брожения вина S. cerevisiae 
производит повышенное количество глицерина 
в ответ на осмотический стресс из-за высокой кон-
центрации сахара в  сусле. Продукция глицерина 
в клетках дрожжей зависит не только от концентра-
ции источников углерода в среде, но и от их разно-
образия  [5]. Показано, что дрожжи, выращенные 
на  этаноле в  качестве единственного источника 
углерода и  энергии, в  условиях повышенного ос-
мостресса, фактически не синтезировали глицерин. 
В таких условиях наблюдалось образование повы-
шенной внутриклеточной трегалозы, которая, веро-
ятно, могла взять на себя функции осмопротектора.

Количество глицерина в  культуральной жид-
кости у  дрожжей также зависит и  от  содержа-
ния в  последней легко растворимых солей и  на-
ходится в прямо пропорциональной зависимости 
от их концентрации, например, для NaCl в интер-
вале от  0,7  до  1,4  М  [6].  Более того, в  этих ус-
ловиях наблюдалось заметное повышение уровня 
активности цитоплазматической глицерол-3-фос-
фатдегидрогеназы (Gpd) (рис.1), являющейся 
ключевым ферментов в синтезе глицерина [6, 7].

У  дрожжей S. cerevisiae адаптация к  гиперо-
смотическому стрессу достигается за  счет увели-
чения накопления глицерина и его удержания вну-
три клеток. Мутанты, у которых блокирован синтез 
глицерина (например, gpd1Δgpd2Δ) или происхо-
дит его утечка (например, с гиперактивным геном 

FPS1) проявляют осмо-чувствительный фено-
тип Fps  [8]. Индукция гена, кодирующего синтез 
белка Gpd1p в  результате осмотического стрес-
са, происходит на  уровне транскрипции, которая 
контролируется специфическим путем переда-
чи сигнала HOG (путь высокоосмолярного ответа 
глицерина), регулирующим ген GPD1, что в итоге 
приводит к  повышенному образованию глицери-
на [9–11]. Внутриклеточное накопление глицерина 
у S. cerevisiae контролируется Fps1p-каналом [12]. 
В условиях гиперосмотического стресса канал за-
крывается, тем самым сохраняя глицерин внутри 
клетки, чтобы поддерживать осмотическое равно-
весие с внешней средой. В отсутствие гиперосмо-
тического стресса канал остается открытым, и гли-
церин свободно выходит из клетки [13, 14].

Дрожжи несахаромицеты могут использовать 
и  некоторые другие механизмы для увеличения 
концентрации внутриклеточного глицерина.  На-
пример, ксеротолерантные дрожжи Z. rouxii, хоро-
шо растущие в  экстремальных условиях с  низкой 
влажностью и  высокими концентрациями солей, 
удерживают и накапливают глицерин в норме даже 
против градиента концентрации солей  [15,  16]. 
У дрожжей накопление глицерина во время осмо
адаптации происходит с целью восстановления объ-
ема и тургора клетки. В дальнейшем, после сниже-
ния или полного исчезновения гипоосмотического 
шока, накопившийся внутри клетки глицерин мо-
жет свободно выходить в межклеточное простран-
ство за  счет диффузии. Путь реакции с  высокой 
осмомолярностью (HOG) контролирует накопле-
ние глицерина на различных уровнях, где каждый 
механизм вносит свой вклад во временную и коли-
чественную картину восстановления объема клет-
ки. Это ингибирование оттока глицерина из клетки, 
прямая активация первого фермента в его биосин-
тезе (рис. 1), стимуляция гликолитического потока, 
регуляция экспрессии генов, кодирующих фермен-
ты в  биосинтезе глицерина, а  также активная си-
стема поглощения глицерина  [17]. Осморегуляция 
включает в  себя активные гомеостатические про-
цессы, обеспечивающие надлежащий объем, фор-
му и  тургор клеток, а  также межклеточную сре-
ду, оптимальную для различных биохимических 
процессов  [18]. Недавние исследования показыва-
ли, что узкий количественный интервал содержа-
ния воды в дрожжевых клетках, способствует бы-
строй диффузии биомолекул, в  то  время как уже 
умеренное сжатие клеток после гиперосмотическо-
го стресса приводит к макромолекулярному скопле-
нию и замедлению клеточных процессов [19].

Внутриклеточное накопление глицери-
на является одной из  основных адаптаций гри-
бов к  осмотическому и  холодовому стрессу. 
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Исследования управления метаболизмом глице-
рина в  полиэкстремотолерантных черных дрож-
жах Aureobasidium pullulans и  Aureobasidium 
subglaciale показали, что повышенная соленость 
от  5% до  10%, вызывает внутриклеточное нако-
пление глицерина [20]. Показано, что его накопле-
ние, как и транскрипционный ответ на гиперсали-
новый стресс был больше и более последователь-
ным у A. pullulans по сравнению с A. subglaciale, 
отражая различие в стрессоустойчивости и эколо-
гической стратегии каждого вида.

Анализ экспрессии всего генома дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae показал, что более по-
ловины генома участвует в  различных реакци-
ях, являющихся ответом на  изменение окружа-
ющей среды (включая изменение температуры, 

процесса окисления, состава и концентрации пи-
тательных веществ, pH  и  осмолярности) и  вы-
являет глобальный набор генов, индуцируемых 
и  подавляемых каждым ее  фактором. Вместе 
с  этим, эксперименты позволили выявить новые 
нехарактерные для этих процессов гены (10% ге-
нома), участвующие в  ранее изученных процес-
сах, связанных с индукцией общей реакции на из-
менения окружающей среды [21].

Биосинтез глицерина во время роста дрожжей 
в анаэробных и микроаэрофильных условиях

Коэнзим никотинамидадениндинуклеотид 
(НАД+) является важным переносчиком электро-
нов и протонов. В норме, в дрожжах присутствуют 
только каталитические количества (1–2 мМ) этого 

Глюкоза

+2АТФ

НАД+

2 AДФ
2 AТФ

–CO2

+NaHSO3

НАД+НАДН

НАДН
Gpd

Gpp

Pdc

Pdh

Фруктозо-1,6-дифосфат

3-фосфоглицериновый 
альдегид

1,3-дифосфоглицериновая 
кислота

Пировиноградная  
кислота

Ацетальдегид

Этанол

Ацетил-
коэнзим А

ЦТК

Фосфодиоксиацетон

Глицерин-3-фосфат

Глицерин

Рис. 1. Схема биосинтеза глицерина у дрожжей (глицериновое брожение)
Pdc — пируватдекарбоксилаза, Pdh — пируватдегидрогеназа, Gpd — цитозольная глицерол-3-фосфат-дегидрогеназа, 
Gpp — глицерол -3-фосфатфосфатаза

Fig. 1. Scheme of glycerol biosynthesis in yeast (glycerol fermentation)
Pdc-pyruvate decarboxylase, Pdh-pyruvate dehydrogenase, Gpd-cytosolic glycerol-3-phosphate dehydrogenase, 
Gpp‑glycerol-3-phosphate phosphatase
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пиридинового нуклеотида. Общее соотношение 
НАД+/ НАДH в  дрожжах составляет приблизи-
тельно 3:1  [22], включая свободные и связанные 
формы кофермента. Стабильное внутриклеточное 
окислительно-восстановительное состояние до-
стигается за  счет точного уравновешивания вос-
становления НАД+и окисления НАДH.

В среде с глюкозой цитозольное восстановле-
ние НАД+ главным образом катализируется фер-
ментом глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназой 
(рис.1). Митохондриальный НАДН в  клетке по-
является в  результате протекания реакций цикла 
трикарбоновых кислот при активном росте дрож-
жей в  процессе окисления субстратов. Получен-
ный НАДH окисляется в пяти основных реакци-
ях: синтез этанола алкогольдегидрогеназой (Adh); 
синтез глицерина цитозольной глицерол-3-фос-
фат-дегидрогеназой (Gpd1/2); окисление цито-
зольного НАДH внешней митохондриальной 
НАДH-дегидрогеназой (Nde1/2); окисление ци-
тозольного НАДН при переносе через глице-
рол-3-фосфатный челнок и  окисление внутрими-
тохондриального НАДН митохондриальной «вну-
тренней» НАДН-дегидрогеназой (Ndi1) [23].

Усвоение глюкозы в  клетке часто приводит 
к  образованию «избытка» НАДН. Большая его 
часть генерируется в  биосинтетических реакциях 
при образовании аминокислот в цитозоле и в ми-
тохондриальном матриксе  [24]. Поскольку окис-
лительно-восстановительное производство этано-
ла, происходящее в анаэробных условиях, не может 
служить окислительно-восстановительным стоком 
для избытка НAДH, его необходимо снова окис-
лить какими-либо другими способами. Во  время 
роста в присутствии кислорода это может быть до-
стигнуто в дыхательной цепи. Внешняя НAДH-де-
гидрогеназа (Nde) и  внутренняя НAДH-деги-
дрогеназа (Ndi), локализованные во  внутренней 
мембране, непосредственно переносят восстанав-
ливающие эквиваленты своего компартмента в ды-
хательную цепь. Но в анаэробных условиях дыха-
ние невозможно и S. cerevisiae, например, окисляет 
НAДH в реакции глицерол-3-фосфатдегидрогеназы 
(рис. 1). Гены GPD2 (глицерол-3-фосфат-дегидро-
геназы 2) и GPP1 (глицерол-1-фосфат-фосфогидро-
лазы 1) активируются после перехода в анаэробные 
условия, что приводит к  увеличению выработки 
глицерина. При удалении этих генов клетки не спо-
собны расти в отсутствие кислорода [25–28]. Что-
бы обеспечить постоянную активность этого пути 
для непрерывного окисления НAДH, синтезиро-
ванный глицерин экспортируется из  клеток через 
специальный канал Fps1. Поскольку единствен-
ным путем окисления НAДH в анаэробных услови-
ях, является образование цитозольного глицерина, 

то продуцируемый в  митохондриальном матрик-
се во  время синтеза аминокислот НAДH необхо-
димо транспортировать в  цитозоль. Однако мито-
хондриальная внутренняя мембрана практически 
непроницаема для пиридиновых нуклеотидных 
коферментов  [29], поэтому анаэробное окисление 
внутримитохондриального НАДН требует челноч-
ного механизма, который экспортирует окислитель-
но-восстановительные эквиваленты в цитозоль.

Баккер и соавторы [30] предложили возможное 
участие этанол-ацетальдегидного челнока в  экс-
порте внутримитохондриального НАДН. Этот чел-
нок состоит из  двух компонентов: цитозольной 
НAД+-связанной глицерол-3-фосфат-дегидроге-
назы (Gpd1  и  Gpd2) и  митохондриальной глице-
рол-3-фосфат-убихинон-оксидоредуктазы, часто 
называемой, митохондриальной глицерол-3-фос-
фат-дегидрогеназой (Gut2) [31]. Другие существу-
ющие глицерол-3-фосфатные челноки служат для 
переноса окислительно-восстановительных эк-
вивалентов из  цитозольного НAДH в  дыхатель-
ную цепь в  аэробных условиях. Следует отме-
тить, что попытка увеличить выработку глицерина 
у  S.cerevisiae, например, путем избыточной экс-
прессии гена GPD1  нарушает окислительно-вос-
становительный баланс в  клетке и  вызывает об-
разование дополнительных окисленных побоч-
ных продуктов, таких как пируват, ацетат, ацетоин, 
2,3-бутандиол и сукцинат [32–34]. Поскольку син-
тез глицерина включает дефосфорилирование, оно 
может также участвовать в пополнении цитозоль-
ного пула неорганического фосфата во  время пе-
рехода от  глюконеогенного к  гликолитическому 
метаболизму  [35, 36]. Таким образом можно за-
ключить, что у  дрожжей образование глицери-
на в ощутимых количествах, как одной из восста-
новленных форм метаболизма глюкозы, возможно 
только в анаэробных или микроаэрофильных усло-
виях. В аэробных условиях синтез глицерина идет 
лишь в незначительных количествах и то в присут-
ствии высоких концентраций глюкозы.

Глицерин как криопротектор
Холодовой шок вызывает ряд изменений физи-

ческих и биохимических свойств клетки, таких как 
состояние мембран, функционирование рибосом, 
формирование белковых молекул, а  также влияет 
на вторичную структуру нуклеиновых кислот, на-
рушая тем самым процессы транскрипции и транс-
ляции  [37]. На  примере дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae показано, что понижение температу-
ры активирует путь биосинтеза глицерина высо-
кой осмолярности (HOG), который определяет 
устойчивость клеток к  замерзанию  [38]. При по-
ниженных температурах значительно замедляются 
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внутриклеточные процессы (примерно в  2  раза 
на  каждые 10 °С), происходит снижение активно-
сти ферментов, повышение вязкости мембран [39], 
нарушение трансмембранного транспорта и  син-
теза белков. Чтобы обеспечить выживание и рост 
клеток при низкой температуре, происходит акти-
вация синтеза белков холодового шока, а также не-
которых белков теплового шока  [40], повышение 
степени ненасыщенности и  уменьшение длины 
ацильных цепей жирных кислот мембранных фос-
фолипидов. Одновременно с  этим в клетках идет 
синтез трегалозы и других криопротекторных сое-
динений, к которым можно отнести арабитол, эри-
тритол, маннитол и глицерин [37].

Для нормального функционирования мембра-
на должна находиться в  жидкокристаллическом 
состоянии и, следовательно, организмы под воз-
действием внешних условий, должны изменять 
липидный состав мембраны, синтезируя липи-
ды с нужными полярными группами и ацильны-
ми цепями, таким образом, чтобы поддерживать 
мембрану в  жидкокристаллическом состоянии 
и избегать перехода к гелевой фазе [41–43]. При 
увеличении доли ненасыщенных жирных кис-
лот в  составе мембранных цепей фосфолипидов 
текучесть мембран повышается. Холодовой шок 
вызывает активацию десатураз и  дегидрогеназ, 
что в  свою очередь, повышает соотношение по-
линенасыщенных жирных кислот к насыщенным 
и/или укорачивает длину ацильных цепей  [44]. 
Было выдвинуто предположение, что главной це-
лью ответа на холодовой шок служит защита кле-
ток от  повреждений при замерзании путем син-
теза больших количеств трегалозы и  глицери-
на  [45,  46]. В  последнее время универсальность 
трегалозы, как защитной молекулы, подверга-
ют сомнению, однако её  криопротекторная роль 
не  опровергается  [47,  48]. Накопление глицери-
на также защищает клетку от  разрушительного 
действия низких температур. Так, GPD1  — ген 
глицерол-3-фосфат-дегидрогеназы, кодирующий 
главный фермент, участвующий в синтезе глице-
рина (рис. 1), активируется у дрожжей при сниже-
нии температуры с 12 до 4 °С [49].

Дрожжи — продуценты глицерина.
Глицерин, как продукт метаболизма образует-

ся многими микроорганизмами такими как дрож-
жи, мицелиальные грибы, водоросли и даже про-
стейшие. Дрожжи в этом списке занимают особое 
место. Главным образом это связано с их физио-
лого-биохимическими особенностями: способно-
стью к  анаэробному брожению углеводов с  вы-
соким выходом спиртов и  высокой осмотоле-
рантностью. Пожалуй, оба эти фактора сыграли 

решающую роль в  выборе дрожжей, в  качестве 
потенциального продуцента глицерина фермента-
тивным путем. В  предыдущих разделах подроб-
но рассматривались причины, вызывающие био-
синтез глицерина внутри клетки дрожжей. Как 
правило, они связаны с воздействием на дрожжи 
различных видов внеклеточных стрессов: осмо-
тического, сульфитного или холодового, а  также 
значительным снижением растворимого кисло-
рода в питательной среде. Внеклеточная же про-
дукция глицерина дрожжами происходит, как пра-
вило, по  мере снижения этих стрессовых воз-
действий, например, при потреблении глюкозы 
в процессе культивирования.

Первыми дрожжами, которые начали исполь-
зовать для получения глицерина, были сильно 
бродящие дрожжи Saccharomyces cerevisiae. До-
бавление в  ферментационную питательную сре-
ду смеси сульфита и  бисульфита натрия блоки-
ровало спиртовое брожение, и  вместо этанола 
начинал образовываться глицерин (рис. 1). В по-
слевоенные годы были разработаны техноло-
гии получения глицерина с  помощью дрожжей 
не только с использованием бисульфита, но и ме-
тоды проведения ферментаций при высоких зна-
чениях рН. Акцент с традиционных сахаромице-
тов сместился в сторону других осмотолерантных 
дрожжей. Производство глицерина осмотоле-
рантными дрожжами было впервые описано для 
Zygosaccharomyces acidifaciens [50]. Это исследо-
вание вместе с сообщениями о производстве гли-
церина наряду с  другими необходимыми хими-
ческой промышленности полиолами (эритритом, 
d-арабитом и  маннитом)  [51,  52] стимулировало 
всестороннее изучение других осмотолерантных 
дрожжей с  целью обнаружения организма, про-
дуцирующего глицерин без использования регу-
лирующего агента, подобного бисульфиту. Одна-
ко эти исследования не привели к коммерциали-
зации процессов из-за  трудностей в  извлечении 
глицерина из  культуральной среды и  легкой до-
ступности менее дорогих синтетических источ-
ников нефтяного происхождения. Позже, разра-
ботка методов разделения компонентов культу-
ральной жидкости, таких как обратный осмос, 
ультрафильтрация, ионный обмен и  ионное ис-
ключение, позволила перейти к производству гли-
церина с использованием осмотолерантных дрож-
жей путем ферментации в больших биореакторах.

Большинство осмотолерантных видов дрож-
жей, рассматриваемых для получения глице-
рина, относятся к  родам Candida, Hansenula, 
Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, 
Torulaspora, Zygosaccharomyces, Kluyveromyces 
и Wickerhamomyces  [53–58]. Все они нуждаются 
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в  кислороде для роста, что значительно уве-
личивает производственные капиталовложе-
ния из-за  дополнительных затрат, необходимых 
для аэрации и  охлаждения ферментеров  [59]. 
Выход глицерина с  конверсией в  40% был до-
стигнут при использовании штамма дрожжей C. 
magnoliae [60]. Выделенный из пчелиных сот вид 
C. magnoliae способен расти в  присутствии вы-
соких концентраций сахаров (50%) и продуциро-
вать спирты: эритрит, маннит и глицерин в ответ 
на  высокий внеклеточный осмос  [61,  62]. Когда 
дрожжи C. magnoliae выращивали при высоких 
концентрациях фруктозы, они продуцировали 
значительное количество глицерина, сопостави-
мое с количеством эритрита. Авторы заключили, 
что внутриклеточное накопление глицерина яв-
ляется жизненно необходимым для C. magnoliae 
с целью поддержания осмолярности, как и для хо-
рошо изученных ранее дрожжей S. cerevisiae, Z. 
rouxii и Hansenula anomala [63, 64].

С 70-годов двадцатого века в Китае предприни-
маются интенсивные усилия по разработке процес-
са производства глицерина на основе осмотолерант-
ных дрожжей. Так, проведя скрининг более чем пяти 
тысяч природных изолятов таких дрожжей, авторам 
удалось выделить штамм со  значительным потен-
циалом производства глицерина [65]. Этот штамм, 
выделенный из  глазированных фруктов в  Южном 
Китае, позднее был назван C. glycerinogenes  [66] 
и коммерциализирован для использования в произ-
водстве глицерина  [67]. По  сравнению с  другими 
дрожжами C. glycerinogenes наряду с  толерантно-
стью к высоким концентрациям глюкозы, обладали 
быстрым ростом и  способностью создавать высо-
кую концентрацию внеклеточного глицерина за ко-
роткий временной период.

В экспериментах с культурой во встряхиваемой 
колбе было обнаружено, что этот штамм способен 
продуцировать до 85 г/л глицерина за 48 ч при на-
чальной концентрации общего сахара в 45%. Опыты 
на экспериментальной установке показали, что гли-
церин может быть получен также из ряда недорогих 
сырьевых материалов, например, глюкозы, полу-
ченной ферментативным гидролизом сладкого кар-
тофеля батата, который дрожжи. C. glycerinogenes 
превращали в 85 г/л глицерина с конверсией 41% 
в биореакторе объемом 3м3 [68]. Ферментация кис-
лотно-гидролизованного кукурузного крахмала 
в биореакторах объемом от 0,5 до 2,5 м3 позволяла 
получать среднюю концентрацию глицерина около 
100 г/л с эффективностью 40% [68]. С помощью ге-
нетически улучшенного штамма C.  glycerinogenes 
в  лабораторном ферментере удалось поднять вы-
ход глицерина до 130 г/л с конверсией в 63% и объ-
емной скоростью производства в  32  г/л  за  24  ч. 

Процесс отличался еще и  относительно низки-
ми концентрациями примесей, таких как лактат, 
ацетальдегид и  этанол, что значительно снижа-
ло себестоимость производства за  счет экономии 
по  выделению чистого глицерина из  культураль-
ной жидкости. Отмечено, что при крупно тоннаж-
ном производстве в процессе ферментации другие 
полиолы не  накапливались, конверсия составля-
ла 58%, а производительность до 30 г/л в сут. Это 
позволило в промышленных масштабах в услови-
ях оптимизированной аэробной ферментации полу-
чать за несколько сут до 120  г чистого глицерина 
с литра культуральной жидкости.

Физиологические аспекты продукции 
глицерина

Обнаружено, что факторы окружающей сре-
ды, такие как температура, аэрация, рН среды, со-
держание фосфатов и азота, а также концентрация 
сахара и осмотический стресс, влияют на скорость 
процесса и  выход глицерина, вырабатываемого 
дрожжами. На разных продуцентах глицерина по-
казано, что оптимальная температура для его про-
изводства дрожжами, совпадает с  оптимальной 
температурой роста организма. Например, самые 
высокие уровни глицерина были получены не-
сколькими штаммами S. cerevisiae, C. magnoliae 
и Z. rouxii при температуре от 30 до 35 °C [69] и C. 
glycerinogenes от  29 °C  до  33 °С. При повышении 
температуры до 40 °С для C. magnoliae и 35 °С для 
C. glycerinigenes отмечено значительное снижение 
выхода глицерина. У некоторых штаммов винных 
дрожжей S. cerevisiae наблюдаются различия между 
температурами оптимальными для роста и для син-
теза глицерина. Так для этих дрожжей оптималь-
ной для роста является температура от 28 до 30 оС, 
а для продукции глицерина — от 20 до 25 °C [70]. 
Образование глицерина внутри клеток дрожжей S. 
cerevisiae может играть важную роль в  низкотем-
пературном производстве многих сортов вина. На-
личие глицерина в вине, конечно, в определенных 
пределах, указывает на его высокое качество и зре-
лость [71]. При изучении десяти различных винных 
штаммов S. cerevisiae было показано, что на выра-
ботку глицерина большое влияние оказывала тем-
пература, что позволило авторам в  результате се-
лекции выбрать штаммы, способные продуциро-
вать глицерин при более низких температурах.

На  уровень продукции глицерина у  осмо-
толерантных дрожжей большое влияние ока-
зывает степень аэрации  [69,  72,  73]. При низ-
ких уровнях аэрации у  C. glycerinogenes боль-
ше глюкозы превращалось в этанол и этилацетат, 
а выработка глицерина при этом значительно сни-
жалась. В условиях высокой аэрации наблюдалось 
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существенное потребление глюкозы для роста био-
массы клеток, но  при этом выход этанола и  гли-
церина заметно снижался  [74]. При оптимальной 
концентрация растворенного кислорода (DO) для 
C. glycerinogenes уровень внутриклеточного гли-
церина составлял 1,34 мг/г сухого веса, при скоро-
сти потребления кислорода культурой около 16 мг/
(г/ч) в 5-литровом ферментере [74]. На оптималь-
ное значение DO для производства глицерина вли-
яют и другие параметры процесса, такие как тем-
пература культивирования и  компоненты среды, 
особенно концентрация фосфата, поэтому для каж-
дого конкретного процесса необходим подбор ус-
ловий. Так, продукция глицерина с  помощью S. 
cerevisiae требует специальных условий с ограни-
ченным содержанием кислорода. Барботирование 
диоксидом углерода или создание вакуума в фер-
ментере заметно улучшило концентрацию глице-
рина и производительность ферментации [75–77].

Слабощелочные условия культивиро-
вания (рН  8,0) осмотолерантных дрожжей 
Zygosaccharomyces acidifaciens заметно увеличива-
ли выход глицерина и снижали содержание этано-
ла в  условиях микроаэрофильного культивирова-
ния [50]. Информации о влиянии различных компо-
нентов питательных сред на продукцию глицерина 
дрожжами в  открытой печати представлено мало. 
Так, в  одном исследовании для C. glycerinogenes, 
было показано, что оптимальная концентрация об-
щего фосфата для максимальной продукции гли-
церина в  среде, содержащей 230  г/л  глюкозы, со-
ставляет 65 мг/л [65, 68]. По данным авторов [78] 
синтез глицерина S. cerevisiae может усиливать кру-
говорот фосфатов в клетке и, следовательно, увели-
чивать поток глюкозы через гликолиз.

Концентрация азота в  форме мочевины мало 
влияет на  выработку глицерина  [72,  79,  68]. 
Источник азота в среде анаэробно выращенного S. 
cerevisiae оказывает значительное влияние на вы-
ход глицерина [79, 80]. В культурах, выращенных 
на  солях аммония, выход глицерина более чем 
в  два раза выше, чем в  культурах, выращенных 
с использованием в качестве источника азота сме-
си аминокислот. Использование для роста куль-
тур солей аммония требует синтеза аминокис-
лот «de novo», поэтому образовавшийся избыток 
НАДH окисляется путем синтеза глицерина. Уве-
личение концентрации сахара обычно приводит 
к  большему синтезу глицерина дрожжами, что 
в  первую очередь связано с  большим осмотиче-
ским стрессом, налагаемым на организм [81, 82].

Изучено влияние АВ  на  образование гли-
церина при ферментации этанола дрожжами 
Saccharomyces cerevisiae в  непрерывной куль-
туре с  использованием сорбита. Уменьшение 

АВ среды с 0,994 до 0,971 привело к увеличению 
выхода глицерина в 3–4 раза. С целью поддержа-
ния АВ  при ее  снижении удельная скорость по-
требления глюкозы дрожжами увеличивалась. По-
лученные результаты свидетельствуют о  том, что 
влияние АВ на продукцию глицерина может быть 
уменьшено путем контролируемой подачи суб-
страта во время ферментации в биореакторах [83]. 
У дрожжей C. glycerinogenes оптимальной концен-
трацией глюкозы следует считать ее  содержание 
от 220 до 260 г в л питательной среды, однако ско-
рость потребления глюкозы в периодической куль-
туре снижалась в процессе культивирования. Это 
приводило к увеличению АВ в среде и, как след-
ствие, к  снижению биосинтеза глицерина, что 
ухудшало общую эффективность процесса [84].

Процесс получения глицерина путем ми-
кробной ферментации имеет долгую историю. 
Если рассматривать экономику этого процесса, 
то по своей рентабельности он всегда уступал по-
лучению глицерина из растительных и животных 
материалов в  силу их  низкой стоимости, как от-
ходов различных производств. Наибольшего про-
гресса работы по созданию продуцента глицерина 
были достигнуты в Китае, где технология фермен-
тации глицерина была доведена до стадии коммер-
ческого производства. Примерно 10 000  т глице-
рина в год в настоящее время производится в этой 
стране путем микробного синтеза, который обе-
спечивает более 12% потребности в этом продукте. 
Успех этого коммерческого процесса был в значи-
тельной степени достигнут благодаря выделению 
новых дрожжей вида Candida glycerinogenes, спо-
собных ферментировать глюкозу в глицерин с вы-
сокой скоростью и конверсией [85, 86]. Для этих 
штаммов в  кратчайшие сроки были разработаны 
эффективные технологии извлечения и  очистки 
конечного продукта, что позволило микробному 
процессу успешно конкурировать с уже существу-
ющими химическими технологиями. Дальнейшие 
генно-инженерные манипуляции с  диким штам-
мом Candida glycerinogenes  [87] еще больше по-
высили экономическую эффективность использо-
вания дрожжей в  биотехнологических процессах 
получения глицерина. В настоящее время не ясно, 
будет ли ферментативный процесс экономически 
жизнеспособным в других странах, где преоблада-
ют традиционные технологии, основанные на из-
влечении глицерина из жиров различных сельско-
хозяйственных продуктов. В Российской Федера-
ции, например, по данным аналитического центра 
TEBIZ GROUP [88], в настоящее время произво-
дится около 110 000 т глицерина, что фактически 
позволяет полностью закрыть потребность рос-
сийского рынка в  этом продукте. Производство 
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основано на  очистке до  99,5% импортируемого 
из  Бразилии и  Германии глицерина растительно-
го происхождения. Последние годы характеризу-
ются большой нестабильностью в  потребности 
глицерина на  мировом рынке. Остается надеять-
ся, что быстро развивающаяся генетическая ин-
женерия дрожжевых организмов на  ряду с  фун-
даментальными знаниями вопросов метаболизма 
глицерина позволит в  скором времени разрабо-
тать конкурентно способные биотехнологические 
процессы, основанные на использовании высоко-
продуктивных и  стабильных штаммов дрожжей 
и борьба за производство глицерина между хими-
ками и биотехнологами продолжится.
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Abstract‒This review contains information about the physiological role of glycerol as an osmoprotective 
and cryoprotective factor in the vital activity of yeast cells. The significance of the glycerol biosynthesis 
in  yeast when cultured under anaerobic and microaerophilic conditions is  shown. The dependence 
of the glycerol production by yeast on the cultivation conditions and the composition of nutrient media 
is discussed. The publications on glycerol production by various taxonomic yeast groups have been 
analyzed. Based on  the studied literature material, prospects of  using yeast organisms as producers 
of glycerol by fermentation are predicted.
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