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Аннотация. Дрожжевые автолизаты и экстракты в качестве источников витаминов и ростовых доба-
вок находят применение при культивировании микроорганизмов различных физиологических групп. С 
учетом перспективности данного направления, нами предпринята попытка использования автолизата 
дрожжевого штамма Rhodotorula mucilaginosa AgIV в качестве компонента экспериментальных пита-
тельных сред для культивирования Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Candida albicans, изоли-
рованных из нейротрофических язв. При исследовании стабильности основных биологических свойств 
микроорганизмов, дифференцирующих и ингибирующих свойств экспериментальных сред установлено, 
что фактические данные, полученные при посеве тест-штаммов на предложенные экспериментальные 
среды, максимально приближены к результатам контрольных питательных сред. 
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Abstract. Yeast autolysates and extracts as sources of vitamins and growth supplements are used to cultivate 

microorganisms of various physiological groups. Considering the prospects of this appoach, we attempted to use 

the autolysate of the yeast strain Rhodotorula mucilaginosa AgIV as a protein component of experimental nutri-

ent media for cultivation of Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, and Candida albicans isolated from 

neurotrophic ulcers. When studying the stability of the main biological properties of microorganisms as well as 

differentiating and inhibitory properties of experimental media, no differences were found with the results ob-

tained by inoculating the test strains on control nutrient media. 
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Введение 

Актуальной проблемой в области микробиологических исследований является использование эконо-

мически выгодных, безопасных и доступных компонентов питательных сред, не уступающих по своим 
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свойствам и качеству мясному, рыбному и казеиновому сырью [Курилова, 2009]. Правильно подобран-

ный состав питательной среды влияет не только на рост посевного материала, но и на конечный продукт 

в целом. Необходимым условием является доступность питательных веществ среды для усваивания их 

микроорганизмами [Федорова и др., 2017; Bonnet et al., 2020]. Показано, что различия в составе компо-

нентов питательных сред приводят к последующим изменениям свойств микробных культур [Villamil, 

Váquiro, Solanilla, 2017; Petrova et al., 2021]. В связи с этим, разработка эффективных питательных сред, 

используемых для культивирования микроорганизмов с сохранением их основных признаков, остается 
весьма актуальной задачей [Ковтун и др., 2014]. 

Дрожжевые организмы обладают уникальными свойствами, позволяющими регулировать биохими-

ческие превращения и контролировать ферментационный процесс [Пермякова, 2016]. Преимущество 

использования дрожжевых автолизатов в питательных средах заключается в постоянстве клеточных 

компонентов, что позволяет избежать негативного воздействия содержащихся в исходном мясном сырье 

антибиотиков, гормонов и др. [Базлов, Авдеева, Никифоров, 2012; Holen, Austgulen, Espe, 2021]. Дрож-

жевые продукты (экстракты и гидролизаты пивных, пекарских и кормовых дрожжей) являются не только 

превосходными источниками витаминов группы В и азотистых оснований, повышающими ростовые ка-

чества микробиологических сред, но и рассматриваются как безопасное и экономически выгодное целе-

вое сырье [Омельченко, 2020; Храпова и др., 2020; Тарас, Фурик, Жабанос, 2021]. В настоящее время 

подтверждена эффективность применения дрожжевого автолизата в качестве белковой основы для 

культивирования чумного бактериофага [Аленкина и др., 2011]. Чен с соавт. [Chen et al., 2011] изучали 
синтез янтарной кислоты культурой Actinobacillus succinogenes при росте на средах, содержащих 

гидролизат пивных дрожжей в качестве источника углерода. Высокое содержание белка, витаминов 

группы B и минералов в продуктах автолиза дрожжей позволяет использовать их при культивировании 

требовательных микроорганизмов и синтезе целевых метаболитов.  

Цель исследования – изучение возможности применения автолизата дрожжевого штамма Rhodotorula 

mucilaginosa AgIV в качестве компонента микробиологических питательных сред. 

Материалы и методы исследований 

Материал 

В работе использовали штамм дрожжей Rhodotorula mucilaginosa AgIV, изолированный из эпифитной 

микробиоты шампиньона Agaricus sp., произрастающего в северной части Астраханской обл. (Ахтубин-

ский р-н, с. Садовое). Штамм Rhodotorula mucilaginosa AgIV депонирован в Ведомственной коллекции 

полезных микроорганизмов сельскохозяйственного назначения ФГБНУ «Всероссийский научно-

исследовательский институт сельскохозяйственной микробиологии» (ФГБНУ ВНИИСХМ г. Пушкин, 

регистрационный номер RCAM05019) как потенциальный объект для получения биомассы кормового 

белка [Храпова, Сопрунова, 2011]. Автолизат данного дрожжевого штамма апробирован и рекомендован 

с целью возможного применения в составе комбикорма при выращивании тиляпии (Tilapia) и гуппи 

(Poecilia) на базе Инновационного центра «Биоаквапарк-НТЦ Аквакультуры» (Астрахань) для повыше-

ния биологических и рыбоводных показателей.  
В качестве тест-культур использовали Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Candida albicans, 

выделенные из нейротрофических язв пациентов ФГБУ «Научно-исследовательский институт по изуче-

нию лепры» Минздрава России (с 01.04.2022 реорганизован в форме присоединения к ФГБОУ ВО Аст-

раханский ГМУ Минздрава России1). 

В работе использовали набор коммерческих реагентов для бактериологических исследований (кон-

трольные питательные среды): питательная среда для выделения стафилококков сухая «Стафилококка-

гар» производства ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехноло-

гии», Оболенск (ФБУН ГНЦ ПМБ), ТУ 9398-109-78095326-2010; среда Сабуро (агар) для культивирова-

ния дрожжевых и плесневых грибов, сухая  (ООО «Биотехновация», Электрогорск), ТУ 9385-001-

16542938-2012; набор реагентов для бактериологических исследований «Питательная среда для выделе-

ния энтеробактерий сухая (агар Эндо-ГРМ)» (ФБУН ГНЦ ПМБ), ТУ 9398-027-78095326-2007. Контроль-
ные питательные среды готовили в соответствии с инструкциями производителей.  

В качестве экспериментальных питательных сред приготовили следующие среды (г/л):  

                                                             
1 О реорганизации федерального государственного бюджетного образовательного учреждения выс-

шего образования «Астраханский государственный медицинский университет» Министерства здраво-
охранения Российской Федерации и федерального государственного бюджетного учреждения «Научно-
исследовательский институт по изучению лепры» Министерства здравоохранения Российской Федера-
ции в форме присоединения второго учреждения к первому: Приказ Министерства здравоохранения Рос. 
Федерации № 1029 от 1 нояб. 2021 г. 
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- среда 1 «для стафилококков»: пептон ферментативный сухой – 10.0, панкреатический гидролизат 

казеина – 20.0, панкреатический гидролизат рыбной муки – 5.0, автолизат дрожжей R. mucilaginosa AgIV 

– 0.5, 2.0; 3.5; 5.0 соответственно, натрий хлористый – 6.0, натрий фосфорнокислый двузамещенный – 

0.5, натрий углекислый – 0.1, агар – 11.0; 

- среда 2 «для дрожжевых грибов»: пептон ферментативный сухой – 7.0, гидролизат соевой муки 

ферментативный – 3.0, глюкоза кристаллическая гидратная – 40.0, автолизат дрожжей R. mucilaginosa 

AgIV – 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0; 3.5; 4.0 соответственно, агар – 12.0; 
- среда 3 «для энтеробактерий»: панкреатический гидролизат рыбной муки – 12.0, автолизат дрожжей 

R. mucilaginosa AgIV – 0.5; 1.0 соответственно, натрий хлористый – 3.4, Д (+) - лактоза, 1-водная – 10.0, 

натрия сульфит безводный – 0.8, натрия фосфат двузамещенный 12-водный – 0.5, фуксин основной для 

микробиологических целей – 0.2, агар – 10.0.  

Методы исследования 

В процессе посевов тест-культур и приготовления экспериментальных сред руководствовались стан-
дартными методиками [Теппер, Шильникова, Переверзева, 2004]. С целью получения биомассы штамм 

R. mucilaginosa AgIV культивировали глубинным методом в бульоне Сабуро. Для приготовления автоли-

зата дрожжевую суспензию инкубировали в течение 2 сут. в термостате при температуре +45…+50°С, 

затем разводили теплой водопроводной водой и стерилизовали при температуре +120°C в течение 30 

мин. После предварительного отстаивания осадок отделяли центрофугированием и высушивали в сухо-

жаровом шкафу при температуре +80ºС, в указанных концентрациях вносили в экспериментальные сре-

ды и автоклавировали. Качественную оценку показателей экспериментальных питательных сред (ста-

бильность основных биологических свойств микроорганизмов, дифференцирующие свойства питатель-

ных сред, ингибирующие свойства питательных сред) проводили согласно методикам [Методы …, 2008]. 

Для приготовления взвеси бактериальных клеток использовали суточные тест-культуры; клетки 

дрожжей R. mucilaginosa AgIV культивировали трое суток: 0.05 мл суспензии (0.5 по McFarland), кото-
рую вносили в каждую пробирку. Посевы инкубировали в течение суток (для бактерий) и 3 сут. (для 

дрожжей) при температуре +37ºС, оценивали наличие роста. Далее пробирки центрифугировали 10 мин. 

при 1 500 об/мин., удаляли супернатант, осадок отмывали стерильным физиологическим раствором. Из 

каждой пробирки на контрольные и экспериментальные питательные среды, соответствующие культуре, 

высевали 0.02 мл содержимого осадка. Инкубировали 1 сут. (+37°C), далее проводили подсчёт выросших 

колоний посредством программно-аппаратного комплекса BIOMICV3 (GilesScientific, США). 

Стабильность основных биологических свойств определяли с помощью визуальной оценки культу-

ральных признаков колоний микроорганизмов, клетки исследуемых культур окрашивали по Граму и 

микроскопировали на световом микроскопе Olympus CX41 (OlympusCorp., Япония). При исследовании 

дифференцирующих свойств засевали по 0.1 мл микробной суспензии из разведений 10–3–10–8 на чашки с 

контрольными и экспериментальными средами. Отмечали диффузное изменение цвета среды, диаметр и 

характер роста колоний тест-культур [Методы …, 2008]. При определении ингибирующих свойств засе-
вали по 0.1 мл микробной суспензии из разведений 10–3–10–8 на чашки с контрольными и эксперимен-

тальными средами. Выявляли минимальное разведение микроорганизмов, при котором признаки роста 

исследуемых культур отсутствовали [Методы …, 2008]. Каждый высев осуществляли не менее чем в пя-

ти повторностях. Статистическую обработку полученных результатов проводили с использованием про-

граммы «BioStat-2009» (Analist Soft Ins., США) и пакета программ Microsoft Exel. 

Результаты исследования и их обсуждение 

При культивировании клеток S. aureus на экспериментальной среде 1, содержащей 2.0 г/л, 3.5 г/л, 5.0 

г/л автолизата R. mucilaginosa AgIV, наблюдали, что выросшие колонии схожи с таковыми на контроль-

ной среде («Стафилококкагар», ФБУН ГНЦ ПМБ). При этом тестируемый штамм формировал округлые, 

блестящие непрозрачные колонии с ровным краем диаметром от 2.0 до 3.0 мм (рис.1). 

При добавлении 0.5 г/л дрожжевого автолизата отмечали рост более матовых колоний в сравнении с 

контрольными. В мазках по Граму обнаружены типичные для стафилококков Г+ круглые клетки в скоп-

лениях. 

При подсчете выросших колоний тестируемого штамма S. aureus выявлено, что на среде с внесением 

дрожжевого автолизата в концентрации 0.5 г/л и 5.0 г/л численность клеток практически равна значени-

ям, полученным при использовании контрольной среды (рис. 2). 

По нашим данным, на среде, содержащей автолизат во всех изучаемых концентрациях, тестируемый 

штамм C. albicans формировал округлые, беловато–кремовые колонии с тусклым блеском и ровным кра-
ем, диаметром от 1.0 до 1.5 мм (рис. 3). 
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Рис. 1. Колонии S. aureus на контрольной и экспериментальной среде 1 (концентрация дрожжевого 
автолизата R. mucilaginosa AgIV 3.5 г/л) 

[Colonies of S. aureus on the control and experimental medium 1 at a concentration of yeast autolysate of 

the R. mucilaginosa AgIV strain of 3.5 g/l] 

 

Рис. 2. Численность клеток S. aureus на среде 1 «для стафилококков» с различными 
концентрациями дрожжевого автолизата R. mucilaginosa AgIV 

[The number of S. aureus cells on medium 1 «for staphylococci» with different concentrations of yeast 

autolysate R. mucilaginosa AgIV] 

 

Рис. 3. Колонии C. albicans на контрольной и экспериментальной среде 2 (концентрация 
дрожжевого автолизата R. mucilaginosa AgIV 0.5 г/л) 

[Colonies of C. albicans on the control and experimental medium 2 at a concentration of yeast autolysate 

of the R. mucilaginosa AgIV strain of 0.5 g/l] 
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Мазки, окрашенные по Граму, представлены темно-фиолетовыми короткими овальными клетками. 

При культивировании C. albicans на экспериментальной среде 2, содержащей от 0.5 до 4.0 (с интервалом 

0.5) г/л автолизата дрожжевого штамма R. mucilaginosa AgIV, наблюдали выросшие колонии, схожие с 

таковыми, полученными на контрольной среде (агар Сабуро) для культивирования дрожжевых и плесне-

вых грибов (ООО «Биотеновация»).  

При подсчете выросших колоний тестируемого штамма C. albicans выявили, что на среде с внесением 

дрожжевого автолизата в концентрациях от 2.0 г/л до 3.0 г/л численность колоний близка к контрольным 
значениям (рис. 4). 

 

Рис. 4. Численность клеток C. albicans на среде 2 «для дрожжевых грибов» с различными 
концентрациями дрожжевого автолизата R. mucilaginosa AgIV 

[The number of C. albicans cells on medium 2 «for yeast fungi» with different concentrations of yeast 

autolysate R. mucilaginosa AgIV] 

При культивировании K. pneumonia на экспериментальной среде 3 (концентрация дрожжевого штам-

ма R. mucilaginosa AgIV 1.0 г/л) установлено, что выросшие колонии сходны с таковыми на контрольной 

среде по культурально-морфологическим признакам (питательная среда для выделения энтеробактерий 

сухая агар Эндо-ГРМ, ФБУН ГНЦ ПМБ). Однако при данной концентрации дрожжевого автолизата рост 

тестируемого штамма характеризовался выпуклыми, слизистыми ярко-розовыми колониями диаметром 

от 1.8 до 2.0 мм, но без металлического блеска (рис. 5). 

 

Рис. 5. Колонии K. pneumonia на контрольной и экспериментальной среде 3 (концентрация 
дрожжевого автолизата R. mucilaginosa AgIV 1.0 г/л) 

[Colonies of K. pneumonia on the control and experimental medium 3 at a concentration of yeast 

autolysate of the R. mucilaginosa AgIV strain of 1.0 g/l] 
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На средах, содержащих 0.5 г/л дрожжевого автолизата, наблюдали рост выпуклых, слизистых мали-

новых и розовых колоний, частично лишенных металлического блеска. В мазках по Граму в обоих слу-

чаях обнаружены Г- короткие утолщенные палочки.  

При подсчете колоний тестируемого штамма K. pneumonia отмечали, что на среде с внесением 1.0 г/л 

дрожжевого автолизата численность бактериальных клеток, выросших на контрольной и опытной среде 

практически не отличалась, несколько ниже отмечено количество колоний на среде с добавлением авто-

лизата в концентрации 0.5 г/л, при этом разница в значениях не являлась статистически достоверной 
(контроль – 19764±302.12 КОЕ/мл, экспериментальная среда – 14012 ± 115 КОЕ/мл) (рис. 6). 

 

Рис. 6. Численность клеток K. pneumonia на среде 3 «для энтеробактерий» с различными 
концентрациями дрожжевого автолизата R. mucilaginosa AgIV 

[Number of K. pneumonia cells on medium 3 «for enterobacteria» with different concentrations of yeast 

autolysate R. mucilaginosa AgIV] 

При исследовании дифференцирующих свойств экспериментальных сред при содержании автолизата 

3.5 г/л не выявлены существенные различия в характере роста исследованных тест-культур S. aureus и C. 

albicans в сравнении с контролем: при наличии подавляющего большинства характерных культуральных 

признаков культур отмечали лишь незначительное уменьшение размеров колоний и некоторую «разре-

женность» штриха. На средах с добавлением автолизата в концентрациях 0.5; 2.0; 5.0 г/л (для S. aureus) и 

0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0; 4.0 г/л (для C. albicans) культурально-морфологических различий не отмечено. 
При посеве тест-культуры K. pneumonia при добавлении в среды автолизата в обеих изучаемых кон-

центрациях выявлено изменение окраски: колонии окрашены в розовый цвет без характерного металли-

ческого блеска, также наблюдается осветление среды. Других выраженных различий в признаках не 

установлено. 

По нашим данным, ингибирующие свойства экспериментальных сред различны для тест-культур. 

При максимальной (5.0 г/л) концентрации внесенного дрожжевого автолизата в питательной среде 1 

обильный рост колоний S. aureus наблюдали в посевах всех исследованных разведений (103‒108). Анало-

гичные результаты получены для среды 1 при концентрации автолизата 3.5 г/л в посевах разведений 

106‒108 КОЕ. Внесение автолизата в экспериментальную среду 1 в количестве 2.0 и 0.5 г/л характеризо-

валось умеренным ростом тест-культуры S. aureus по сравнению с контролем. При выращивании C. аlbi-

cans на экспериментальной среде 2 с добавлением всех использованных в работе концентраций автоли-
зата (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 г/л) отмечали ярко выраженный характер роста культуры в разве-

дениях 105‒108 и незначительное количество колоний в посевах разведений 103‒104. В посевах разведе-

ний 105‒108 K. pneumonia на экспериментальной среде 3 при внесении 0.5 г/л и 1.0 г/л автолизата присут-

ствие колоний умеренно выражено, слабый рост культуры зафиксирован в разведениях 103‒104. 

Таким образом, анализ посевов тест-культур на экспериментальные среды свидетельствовал о том, 

что исследованные штаммы S. aureus и C. albicans формируют видимые колонии уже при минимальном 

(10-3) разведении при добавлении в среду дрожжевого автолизата всех концентраций. При этом характер 
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интенсивности роста сопоставим с таковым на контрольных средах. При посевах меньших разведений 

тест-культур ингибирование роста идентично традиционно используемым средам. Более выраженное 

ингибирующее действие экспериментальных сред в сравнении с контролем наблюдали при посевах 

культуры K. pneumonia. При посевах микробных клеток из более высоких степеней разведений в стан-

дартный период времени [Методы …, 2008] роста не отмечено. 

Заключение 

Исследованиями установлено, что экспериментальные среды с автолизатом дрожжевого штамма R. 

mucilaginosa AgIV перспективны для культивирования микроорганизмов различных родов, особенно 

дрожжевых грибов. 

Ингибирующие свойства экспериментальных сред для культур S. aureus и C. albicans в целом иден-

тичны контрольным и соответствовали требованиям [Методы …, 2008]. Видимые колонии данных те-

стируемых микроорганизмов зарегистрированы уже при минимальном (10-3) разведении при добавлении 

в среду дрожжевого автолизата всех концентраций, причем характер интенсивности роста сопоставим с 

таковым на контрольных средах. 
Ингибирующие свойства экспериментальной среды для K. pneumonia при посевах малых разведений 

тест-культуры (10-3‒10-4) также соответствовали требованиям [Методы …, 2008]. Менее выраженными 

дифференцирующими и ингибирующими свойствами обладает экспериментальная среда для культиви-

рования энтеробактерий. 
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