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Исследовано наличие фермента супероксиддисмутаза среди 
40 штаммов дрожжей и дрожжеподобных грибов представителей 
разных родов.
Выделена активная культура – S. cerevisiae шт. №2 – с высоким синте-
зом супероксиддисмутазы при одновременном накоплении значи-
тельного количества биомассы. Подобраны оптимальные соотно-
шения углеводных и минеральных компонентов в составе питатель-
ной среды и технологические параметры выращивания.
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Все процессы микробиологического синте-

за требуют интенсивного перемешивания и 

аэрации, при которых осуществляется постоянный 

контакт микроорганизмов с воздухом, т.е. с кислоро-

дом. Молекулярный кислород имеет двойное влия-

ние на живой организм. С одной стороны, он необ-

ходим клетке при аэробном дыхании, с другой, он 

токсичен, так как в нормальных условиях восстанав-

ливается с образованием супероксидного радикала и 

других активных форм кислорода. Они являются ток-

синами, действие которых обусловлено окислением 

сульфгидрильных групп в ферментах, что приводит к 

ингибированию их активности, окислению липидов 

с разрушением мембранных структур клетки и струк-

туры ДНК [1, 2].

В организме человека также происходит образо-

вание отрицательно заряженного радикала кислоро-

да (супероксида, О
2
), инициирующего процессы сво-

боднорадикального окисления в клетке. Увеличение 

количества супероксидных радикалов кислорода за-

регистрировано при различных патологических про-

цессах в организме человека, в том числе при раковых 

заболеваниях, атеросклерозе, инфаркте миокарда, 

ревматоидном артрите и др. [3]. 

В качестве источника получения фермента мо-

жет быть использовано животное сырье (эритроци-

ты крови и печень животных). Вместе с тем суперок-

сиддисмутаза (СОД) обнаружена практически у всех 

прокариотных и эукариотных микроорганизмов [5]. 

Среди микроорганизмов особый интерес представ-

ляют дрожжи и дрожжеподобные грибы, образую-

щие СОД, близкую по своему строению и свойствам 

к СОД человека. Кроме того, дрожжевые организ-

мы растут на простых по составу питательных сре-

дах и имеют короткий цикл роста, что имеет положи-

тельное значение при разработке технологии данного 

фермента. 

Цель исследования – изучить содержание СОД у 

дрожжей и дрожжеподобных грибов и выявить усло-

вия выращивания отобранных продуцентов, обеспе-

чивающих максимальный синтез фермента. 

Экспериментальная часть
В работе использовали 40 штаммов дрожжей и 

дрожжеподобных грибов разных родов из Всерос-

сийской коллекции микроорганизмов и коллекции 

Санкт-Петербургской клинико-фармацевтической 

академии. 

Культуры выращивали в колбах, содержащих 

100 мл питательной среды, на качалке (220 мин-1) при 

температуре 26±2,0°С. Количество биомассы и ее 

влажность определяли с помощью термогравиметри-

ческого инфракрасного влагомера МА-15. Динамику 

накопления биомассы микроорганизмами оценива-

ли по изменению оптической плотности клеток при 

одинаковой степени разведения культуральной жид-

кости на спектрофотометре «Hitachi U-5100» при дли-

не волны 420 нм. Для определения активности СОД 

предварительно получали дрожжевую пасту, из кото-

рой затем готовили бесклеточный экстракт, разрушая 

клетки 4-кратным «замораживанием–оттаиванием» 

при температуре -18±2°C. К размороженной дрожже-

вой пасте добавляли 0,05 М фосфатный и экстраги-

ровали при непрерывном перемешивании. Получен-

ную взвесь центрифугировали на рефрижераторной 

центрифуге. Экстракт отфильтровывали и использо-

вали для измерения активности СОД, которую опре-

деляли по методу Фридовича в системе тетразолий 

синий – метионин хлорид (NBT•2HCl) – рибофла-

вин, оценивая интенсивность окрашивания спектро-

фотометрически при длине волны 500 нм. За единицу 

активности принимали такое количество фермен-
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та, которое ингибировало на 50% восстановление 

NBT•2HCl и рассчитывали на 1 мг белка, определен-

ного по методу Лоури [4].

Интенсивность аэрации при выращивании дрож-

жей Sassharomyces cerevisiae шт. № 2 изучали на инку-

бационном шейкере Certomat @ CT plus путем варьи-

рования объема питательной среды в колбах от 25 до 

100 мл. 

Поскольку максимальный уровень активности 

СОД приходится на конец экспотенциальной фазы 

роста микроорганизма и перехода ее в начало стаци-

онарной фазы [6, 7], для каждого 

исследуемого штамма дрожжей и 

дрожжеподобных грибов в усло-

виях глубинного выращивания 

контролировали динамику нако-

пления биомассы для определе-

ния момента перехода культуры 

из экспотенциальной фазы роста 

в стационарную (табл. 1). 

Так как СОД – внутрикле-

точный фермент, особое внима-

ние обращали на те культуры, 

которые образовывали большое 

количество биомассы с высо-

ким содержанием в ней фермен-

та за более короткий промежуток 

времени. Из исследованных ми-

кроорганизмов этим требовани-

ям в большей степени соответ-

ствовали все 5 штаммов дрожжей 

Saccharomyces. В последующем 

из 5 штаммов дрожжей был ото-

бран продуцент СОД – культура 

S. cerevisiae шт. № 2 – со следу-

ющими характеристиками: про-

должительность культивирова-

ния – 18 ч, количество биомассы 

по сухому весу – 4,5±0,2 г/л, со-

держание СОД – от 2,0±0,3 ЕД/

мг белка.

Отбор активного продуцен-

та СОД на богатой глюкозо-

пептонной среде, которая со-

держит органические вещества 

(пептон и кукурузный экстракт), 

в дальнейшем будет затруд-

нять процесс выделения среды и 

очистки фермента от сопутству-

ющих примесей. Поэтому вы-

ращивание дрожжей S.cerevisiae 

шт. № 2 проводили на синте-

тической среде Ридера, в кото-

рой глюкоза заменена в равной 

концентрации на другие источ-

ники углерода (сахароза, глице-

рин, меласса) на фоне постоянного минерального 

состава (табл. 2). Сахароза оказалась наиболее бла-

гоприятным источником углерода для синтеза СОД. 

При замене глюкозы на сахарозу в составе питатель-

ной среды образование фермента возрастало поч-

ти в 3 раза до 6,4±0,84 ЕД/мг белка при увеличении 

количества биомассы на 25%. Аналогичные данные 

получены и при введении в состав среды мелассы. 

Меласса является отходом свеклосахарного произ-

водства и широко используется при получении хле-

бопекарных дрожжей. Она содержит 46–50% саха-

Таблица 1

СОДЕРЖАНИЕ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ И БИОМАССЫ 
У РАЗЛИЧНЫХ ШТАММОВ ДРОЖЖЕЙ И ДРОЖЖЕПОДОБНЫХ ГРИБОВ

Микроорганизм

Конец экспотенциальной фазы роста 
микроорганизмов

продолжи-
тельность 
культиви-
рования, ч

количество 
сухой 

биомассы, 
г/л

активность 
СОД, 
ЕД/мг 
белка

1. Saccharomyces cerevisiae шт. № 46 19 4,1 1,4

2. S. cerevisiae шт. ВКМ-379 23 4,5 1,6

3. S. cerevisiae шт. S-280 20 3,9 1,7

4. S. cerevisiae шт. № 2 18 4,6 2,0

5. S. cerevisiae шт. 437-К 24 4,2 1,8

6. S. carlsbergensis ВКМ-336 22 3,0 0,4

7–9. S. ludwigei шт. 38, шт.45, шт.48 25,28,19 3,1–3,8–4,1 0,2–0,8–0,6

10. Candida quillermondii шт. 1-3 27 4,8 0,6

11–12. C. krusei шт.70, шт. 128 31–35 4,8–5,0 0,2–0,5

13–14. C. рarapsilasis шт. 88, шт. 90 33–37 6,2 0,6

15. C. рarakrusei шт. 2010 28 4,4 1,3

16–18. C. tropicalis шт. 5, шт. 72,шт. 97 25–28–35 4,0–3,8–5,0 0,9–0,7–0,5

19–20. C. utilis шт. ВКМ-74, ВКМ-77 17–18 2,3–2,9 0,5–0,7

21. Rhodotorula aurantiaca шт. ВКМ-327 28 6,6 0,4

22. Rh. lactosa шт. IFO 1005 27 6,4 0,6

23. Rh. macilaginosaт шт. ВКМ-339 28 5,6 0,3

24–25. Rh. glutinous шт. ВКМ-332, ВКМ-334 24–25 5,2–5,8 0,5–0,6

26. Torulopsis candida шт. U-151 38 0,5 0,7

27. T. aeria шт. О 11-7 25 6,2 0,3

28. Hansenula kluyveri шт. U-99 42 0,8 1,4

29–31. H. anomala шт. 60, шт. 288, шт. 290 18–21–19 0,5–0,7–05 1,9–2,0–1,9

32. Debariomyces hansenii шт. 116 49 0,3 1,2

33–35. D. species шт. СВ-53, СВ-58, СВ-60 50–58–46 0,5–0,7–0,9 1,8–2,0–1,8

36. Sporobolomyces odorus шт. 38 0,7 1,1

37–38. S. roseus шт. U-49, U-69 43–38 2,3–2,9 0,9

39–40. Lypomyces lipoferus шт. 1752, шт. 1740 22–28 0,5–0,9 0,8

Примечание. Через интервал указаны значения для нескольких штаммов (шт.) указанного вида 

дрожжей.
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розы, азотистые и минеральные вещества, поэтому 

также может использоваться при выращивании про-

дукта СОД – S.cerevisiae шт. № 2.

По мнению ряда исследователей, дрожжи 

S.cerevisiae образуют Cu/Zn супероксиддисмутазу, 

по своим свойствам близкую к СОД, выделенной из 

животных тканей и эритроцитов крови человека [8]. 

В связи с этим возможна регуляция синтеза этого 

фермента включением минеральных солей, содер-

жащих ионы ряда металлов, в состав синтетической 

среды Ридера. Добавление минеральных солей в фер-

ментационную среду сопровождалось значительным 

возрастанием уровня накопления фермента без суще-

ственного влияния на образование биомассы. Среди 

них наибольший положительный эффект по сравне-

нию с другими минеральными солями был достигнут 

при добавлении в среду меди сернокислой. В этом 

случае содержание фермента в дрожжевой биомассе 

повышалось до 12,3±2,7 ЕД/мг белка. 

Температура и аэрация – основные физико-

химические факторы среды, изменяя их значение 

можно регулировать образование различных ме-

таболитов у микроорганизмов. Поэтому эти пара-

метры необходимо учитывать при разработке тех-

нологии любых биологически активных веществ. 

Данные о влиянии температуры на рост дрожжей 

и синтез СОД свидетельствуют о том, что при всех 

3 значениях температуры (22, 28 и 35°С) культура 

S.cerevisiae шт. № 2 накапливала достаточное коли-

чество биомассы и СОД, но оптимальной является 

температура 28°С. При температуре 22°C увеличи-

валась фаза роста дрожжей и максимальное нако-

пление биомассы приходилось на 27 ч культивиро-

вания, а при температуре 35°C культура, наоборот, 

быстро росла (12 ч), но содержание в ней фермента 

снижалось до 7,7±0,7 ЕД/мг белка. 

Микроорганизмы отличаются широким диапа-

зоном разнообразия в отношении толерантности к 

кислороду. Многие исследователи отмечают увеличе-

ние синтеза СОД при высоких концентрациях кисло-

рода [5, 7]. Проведены исследования по регулирова-

нию интенсивности аэрации при развитии дрожжей 

S.cerevisiae шт. № 2 в условиях глубинной фермента-

ции, поскольку этот параметр имеет и важное техно-

логическое значение. Из полученных данных (табл. 3) 

следует, что максимальное накопление биомассы и 

СОД происходит при интенсивной аэрации среды 

и концентрации растворенного кислорода, равной 

1,82 г О
2
/л•ч. При таком уровне аэрации количе-

ство биомассы увеличивалось незначительно, но со-

держание в нем фермента возрастало почти на 50% 

и достигало 19,4 ± 2,3 ЕД/мг белка, что соответству-

ет данным литературы [5, 7]. Полученные данные по 

выбору активного продуцента СОД могут быть поло-

жены в основу разработки технологии (стадия фер-

ментации) получения этого фермента.

Выводы
1. Отобран активный продуцент супероксид-

дисмутазы среди дрожжей и других грибов – 

Saccharomuces cerevisiae шт. №2.

2. Установлены условия его культивирования, по-

зволяющие увеличить накопление биомассы дрож-

жей и синтез фермента до 19,4±2,3 ЕД/мг белка. 
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Таблица 2

ФЕРМЕНТАЦИЯ S. CEREVISIAE ШТ. № 2 НА СРЕДЕ 
РИДЕРА С РАЗЛИЧНЫМИ ИСТОЧНИКАМИ 

УГЛЕРОДА И МИНЕРАЛЬНЫХ СОЛЕЙ

Источники 
углерода

Количество влажной 
биомассы, г/л

Активность СОД, 
ЕД/мг белка

Глюкоза 16,3±0,8 2,2±0,3

Сахароза 21,4±1,2 6,4±0,8

Глицерин 15,2±0,9 4,8±0,6

Меласса 20,8±0,8 6,3±0,7

Таблица 3

ВЛИЯНИЕ ИНТЕНСИВНОСТИ АЭРАЦИИ 
ПРИ ВЫРАЩИВАНИИ ДРОЖЖЕЙ S. CEREVISIAE 

НА НАКОПЛЕНИЕ БИОМАССЫ И СИНТЕЗ СОД

Объем 
среды, 
мл

Концентрация 
растворенного 

кислорода, г О
2
/л•ч

Количество 
влажной 

биомассы, г/л

Активность 
СОД, 

ЕД/мг белка

25 1,92 26,5±1,5 19,4±2,3

50 1,36 25,8±1,8 17,2±1,9

100 0,86 23,9±1,4 14,7±2,1
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A NEW SOURCE TO OBTAIN THE ENZYME SUPEROXIDE DISMUTASE
V.A. Kolodyaznaya, PhD; Professor E.P. Yakovleva, PhD 
Saint Petersburg Chemopharmaceutical Academy; 14, Prof. Popov St., Saint Petersburg 197376

SUMMARY
Yeasts and yeastlike fungi produce superoxide dismutase similar to the structure and properties of a respective human enzyme. The presence of this 

enzyme among 40 strains of the representatives of the genera Saccharomyces, Candida, Hansenula, Torulopsis, Rhodotorula, Sporobolomyces, 
Debaromyces and Lipomyces was investigated. The investigators isolated the active culture Saccharomyces cerevisiae No. 2 with the high synthesis of 
the enzyme and simultaneous accumulation of a great deal of biomass. The optimal ratios of carbohydrate to mineral components as part of a nutri-
ent medium and the technological parameters (temperature, aeration) of yeast growth, which increased the accumulation of the enzyme in the 
yeast cells up to 19.4 IU/mg of protein, were chosen. The selected strain may be used to develop superoxide dismutase manufacturing technology. 

Key words: superoxide dismutase, yeast, producer, culture conditions.
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ВИРТУАЛЬНЫЙ СКРИНИНГ 

В ПОИСКЕ БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 

НОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ АРИБЕНЗАМИДИНОВ

Е.В. Куваева, канд. фарм. наук, Е.В. Федорова, канд. хим. наук, 

И.П. Яковлев, докт. хим. наук, профессор, Е.Н. Кириллова, канд. хим. наук, 

Т.Л. Семакова, канд. хим. наук

Санкт-Петербургская химико-фармацевтическая академия; 

197376, Санкт-Петербург, ул. проф. Попова, 14

E-mail: elena.kuvaeva@phatminnotech.com

С помощью компьютерных программ PASS и докинга FlexX уста-
новлено, что синтезированное новое малотоксичное и высокоэф-
фективное производное бензамидина – N-4-
нитрофенилбензамидин обладает широким спектром биологиче-
ской активности. 

Ключевые слова: N-арилбензамидины, программа PASS, докинг 
FlexX, острая токсичность, биологическая активность.

Несмотря на огромный арсенал имеющих-

ся лекарственных средств (ЛС), поиск но-

вых эффективных лекарств по-прежнему остается 

актуальным. Это обусловлено отсутствием или не-

достаточной эффективностью существующих ЛС; 

наличием побочного действия некоторых из них, 

ограничением срока их годности. Ежегодно хими-

ки синтезируют, выделяют и характеризуют от 100 до 

200 тыс. новых веществ. Многие из них проходят пер-

вичные испытания (скрининг) на выявление той или 

иной биологической активности. Скрининг проводят 

в биологических лабораториях на живых клетках, ми-

кроорганизмах, кусочках живых тканей, на здоровых 

или специально зараженных животных (мышах, кры-

сах, морских свинках, собаках). При этом из сотен ве-

ществ отбираются несколько наиболее активных, ко-

торые затем передаются на углубленные испытания. 




