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Аннотация. Исследованы культурально-морфологические и физиолого-

биохимические свойства базидиомицетового штамма дрожжей Rhodotorula mu-
cilaginosa AgIV RCAM05019, идентифицированного и депонированного в Ве-
домственной коллекции полезных микроорганизмов сельскохозяйственного 
назначения (ФГБНУ «ВНИИСХМ»). На плотной среде Сабуро исследуемый 
штамм образует ярко-розовые, гладкие, блестящие, слизистые колонии, при 
микроскопии наблюдали клетки округлой формы. Изучение специфических 
свойств штамма выявило ингибирующий эффект присутствия 50% и 60% глю-
козы в среде, отмечен слабый рост при повышенных температурах. Исследуе-
мый штамм проявляет уреазную и протеолитическую активность, не синтезиру-
ет крахмалоподобных соединений. Амилолитическая и липолитическая актив-
ность не выявлена. Постановка экспериментов in vivo (токсичность, токсиген-
ность, вирулентность и диссеминация) на белых мышах-самцах линии Вalb/c 
выявила отсутствие негативного влияния анализируемого штамма на подопыт-
ных животных. Проведенные испытания периодического глубинного режима 
культивирования и лабораторные тесты по определению показателей качества 
дрожжевой биомассы свидетельствуют о возможности дальнейшего изучения 
R. Mucilaginosa AgIV RCAM05019 в качестве объекта для получения кормового 
белка. 
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Summary. The pigmented yeast Rhodotorula, which belongs to the division Ba-

sidiomycota, family Sporidiobolaceae, and class Microbotryomycetes, is found in a 
wide variety of natural reservoirs, including air, soil, freshwater, seawater, plant sub-
strates, and milk. This yeast is distributed from tropical regions to the permafrost of 
the Arctic Circle. Various strains of Rhodotorula are considered safe and promising 
biotechnological candidates for the production of a wide range of biologically active 
substances, such as proteins, lipids, and vitamins. However, despite its low patho-
genicity, an increasing number of studies are reporting on the pathogenic potential of 
this species, including cases of dermatomycosis in immunocompromised patients. The 
aim of this study was to obtain and investigate the cultural, morphological, physiolog-
ical, and biochemical properties of the yeast strain Rhodotorula mucilaginosa AgIV 
RCAM05019, as well as to explore its potential use as a source of feed protein. 

The objects of this research were the yeast strain Rhodotorula mucilaginosa 
AgIV, which was previously isolated from the epiphytic yeast complex found in the 
fruiting bodies of the champignon Agaricus sp. This strain was obtained from the mi-
crobiological monitoring laboratory within the Department of Applied Biology and 
Microbiology at Astrakhan State Technical University. Additionally, the collection 
strain of Candida tropicalis SK-4-1 was provided by the All-Russian Scientific Re-
search Institute of Agriculture (Pushkin) to serve as a control strain for the experi-
mental enhancement of cell biomass under various submerged cultivation modes. Ob-
taining a pure culture, analyzing cultural-morphological and physiological-bio-
chemical characteristics, assessing growth kinetics, conducting deep cultivation on an 
orbital shaker, performing periodic cultivation in a fermenter, and carrying out physi-
cochemical studies to determine biomass quality were carried out using standard 
methods. The yeast strain under investigation was identified through Sanger sequenc-
ing, which determined the nucleotide sequence of a fragment of the ITS region at the 
All-Russian Research Institute of Agricultural Microbiology in Pushkin. This strain 
has been deposited in the Departmental Collection of Beneficial Microorganisms 
for Agricultural Purposes under registration number RCAM05019 (FGBNU 
“VNIISKHM”). The safety of the yeast strain, including its toxicity, toxigenicity, vir-
ulence, and dissemination potential, was evaluated in white male Balb/c mice. 

On solid Sabouraud medium, the studied strain of Rhodotorula mucilaginosa 
AgIV RCAM05019 exhibited growth in the form of a smooth, shiny, mucus-like 
streak of bright pink color. It did not penetrate the surface of the nutrient medium (see 
Fig. 1a) and formed a large pale pink colony on morphological agar (see Fig. 1b). Mi-
croscopic examination revealed round-shaped cells measuring 1.5-2.3 μm (see 
Fig. 1c). The results of the analysis of micro-, macromorphological, and physiologi-
cal-biochemical characteristics are presented in the block diagram (see Fig. 2). When 
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comparing the analyzed nucleotide sequences with those deposited in BLAST, the 
species Rhodotorula mucilaginosa was identified as the closest match to the strain 
under study, with a similarity of 99%. The R. mucilaginosa AgIV strain RCAM05019 
has been deposited in GenBank under accession number PP531621. No signs of acute 
toxicity, toxigenicity, virulent properties, or dissemination effects were observed in 
the identified strain of R. mucilaginosa AgIV RCAM05019; this strain did not result 
in the death of laboratory animals. The mice remained active and mobile, with clean 
skin and unchanged fur. They exhibited a normal appetite and reactions, did not lose 
weight, and the surfaces of their internal organs appeared smooth, with no visible pa-
thology, normal coloration, and a dense structure (see Tables 3 and 4). When as-
sessing growth kinetics, the most significant effect was observed in the growth medi-
um containing molasses, which is characterized by a pronounced exponential growth 
phase of the test strain (see Fig. 3). When the stock culture was established using 
depth culture on an orbital shaker, intensive growth of R. mucilaginosa AgIV 
RCAM05019 strain cells (107 cells/mL) was detected as early as one day after the ini-
tiation of the culture, in contrast to the control strain C. tropicalis CK-4-1 (4.0 × 
106 cells/mL) (see Table 1). From the analysis of experimental data obtained during 
periodic cultivation in a fermenter, it was established that the R. mucilaginosa AgIV 
RCAM05019 strain (6.0 × 107 cells/mL) accumulates biomass in a shorter period 
compared to the C. tropicalis CK-4-1 strain (5.0 × 107 cells/mL) (see Table 1). The 
quality indicators of the biomass for the tested strains meet the requirements outlined 
in regulatory documentation: moisture mass fraction for R. mucilaginosa AgIV 
RCAM05019 is 11.5%, while for C. tropicalis CK-4-1 it is 11.8%; ash mass fraction 
for R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 is 7.0%, and for C. tropicalis CK-4-1 it is 
7.8%; and the mass fraction of crude protein for R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 
is 67%, whereas for C. tropicalis CK-4-1 it is 48% (see Table 2). 

The article contains 4 Figures, 4 Tables, 45 References. 
Keywords: Rhodotorula mucilaginosa, Basidiomycota, identification, single-cell 

protein, feed protein, toxigenicity, toxicity, dissemination 
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Введение 
 
Пигментированные дрожжи Rhodotorula, принадлежащие к отделу Basi-

diomycota, семейству Sporidiobolaceae и классу Microbotryomycetes, обна-
руживаются в самых разных природных резервуарах (воздух, почва, прес-
ная и морская вода, растительные субстраты, молоко и т.д.), распростра-
ненных от тропических регионов до вечной мерзлоты Полярного круга. 
Эти дрожжевые виды образуют гладкие, выпуклые ярко-розовые, оранже-
вые и красные маслянистые (при температуре 30°С) или слизистые (при 
температуре ниже 20°C) колонии c круглыми или овальными клетками [1–
5]. Впервые этот вид обнаружен и описан Фрэнсисом Чарльзом Харрисо-
ном в 1930 г. при исследовании дрожжевой микробиоты сыров [6]. По дан-
ным Международной микологической ассоциации дрожжи R. mucilaginosa 
отнесены к отделу Basidiomycota, семейству Sporidiobolaceae, порядку 
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Sporidiobolales, классу Pucciniomycotina (цит.: по Z. Li, C. Li, P. Cheng, 
G. Yu, 2022) [6]. Низкая патогенность R. mucilaginosa, вероятно, связана со 
сниженной способностью к росту при 37°C, что обычно повышает виру-
лентность патогенных штаммов [7]. Дрожжи Rhodotorula mucilaginosa об-
ладают преимуществом перед бактериями, микроводорослями и растения-
ми благодаря одноклеточной форме, быстрой скорости роста, нетребова-
тельности к дешевым субстратам из агропромышленных отходов и, следо-
вательно, экономически выгодны для получения биомассы в ферментерах 
[8]. R. mucilaginosa является продуцентом природных каротиноидов, окра-
шивающих колонии в оранжевые, розовые и красные оттенки [9]. Обнару-
жено, что R. mucilaginosa синтезирует β-каротин, торулен и торулародин 
[6], проявляющие антиоксидантные, противоопухолевые и иммуностиму-
лирующие свойства [10]. Тем не менее, несмотря на низкую патогенность, 
появляется все больше опубликованных данных по патогенности данного 
вида, например, заболеваемость дерматомикозами у пациентов с ослаблен-
ным иммунитетом [6].  

В настоящее время прослеживается тенденция увеличения спроса на 
белковые продукты питания [11]. Однако современная антропогенная 
нагрузка в условиях меняющегося климата представляет серьёзную угрозу 
для продовольственных ресурсов. Возникает острая необходимость поиска 
альтернативных экономических решений традиционным дорогостоящим 
источникам белка, поскольку люди из развитых стран заинтересованы в 
разработке более здоровых продуктов питания с оптимальным составом 
аминокислот и жиров, произведенных экологически безопасным способом 
[12–14]. Белковая биомасса дрожжей (single-cell protein) представляет со-
бой продукт, получаемый при преимущественном использовании в каче-
стве питательной среды различных сельскохозяйственных и промышлен-
ных отходов. Дрожжевой белок рассматривается как ценный источник не-
заменимых аминокислот (изолейцин, лейцин, лизин, фенилаланин, метио-
нин и треонин, триптофан, валин), кальция, фосфора, цинка и микроэле-
ментов [15]. Биотин, фолиевая кислота, пиридоксин, рибофлавин, тиамин и 
цианокобаламин, присутствующие в белковой биомассе дрожжей, выпол-
няют важные катаболические функции в качестве коферментов, участву-
ющих в метаболизме углеводов, липидов и белков. Таким образом, воз-
можность получения дрожжевого белка не только обеспечивает высокие 
пищевые потребности, но и решает проблему утилизации отходов произ-
водства и, следовательно, является экологически натуральным и безопас-
ным [6]. 

Дрожжевой белок можно использовать как недорогую добавку в раз-
личных пищевых продуктах, помогая восполнить проблему белкового де-
фицита для населения во всем мире, а также в качестве корма для живот-
ных [6]. Дрожжевые добавки для птиц и уток нормализуют микробиоту 
кишечника, ингибируют колонизацию бактериальных патогенов в желу-
дочно-кишечном тракте, усиливают иммунные реакции, улучшают показа-
тели мяса и стабилизируют значение рН рубца жвачных животных [16].  
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В последнее время дрожжи и компоненты их клеточных стенок успеш-
но применяются в качестве иммуностимуляторов в аквакультуре. Много-
численные исследования показывают, что полученные из дрожжей β-глю-
каны и маннанолигосахариды способствуют усилению иммунного статуса 
и регулируют кишечную микробиоту у различных видов рыб [17, 18]. 
X.Q. Chen et al. [19] выявили иммуностимулирующий и антиоксидантный 
эффект, улучшение показателей роста и гематологических параметров при 
добавлении в рацион молоди нильской теляпии биомассы гидролизован-
ных дрожжей R. mucilaginosa.  

Цель исследования заключалась в получении и изучении культурально-
морфологических, физиолого-биохимических свойств штамма дрожжей 
Rhodotorula mucilaginosa AgIV RCAM05019 и возможности его примене-
ния в качестве объекта для получения кормового белка. 

 
Материалы и методики исследования 

 
Объектами исследований являлись штамм дрожжей R. mucilaginosa 

AgIV, ранее полученный из эпифитного дрожжевого комплекса плодовых 
тел шампиньона Agaricus sp. в научно-исследовательской лаборатории 
микробиологического мониторинга кафедры «Прикладная биология и мик-
робиология» Астраханского государственного технического университета 
[20], и коллекционный штамм дрожжей Candida tropicalis СК-4-1, предо-
ставленный Всероссийским научно-исследовательским институтом сель-
ского хозяйства (г. Пушкин) в качестве контрольного штамма для экспе-
риментального наращивания биомассы клеток в условиях периодического 
культивирования в ферментере. В работе использовали микробиологичес-
кие, биохимические, биологические, токсикологические, молекулярно-ге-
нетические, биоинформативные и статистические методы. 

Получение чистой культуры, анализ культурально-морфологических и 
физиолого-биохимических признаков. Для получения чистой культуры 
R. mucilaginosa AgIV руководствовались стандартными методиками после-
довательных пересевов на плотную среду Сабуро [21]. Морфологию дрож-
жевых клеток изучали методом световой микроскопии окрашенных препа-
ратов (Микромед Р-1 (LED), Россия) [22]. Исследование макро- и микро-
морфологических признаков включало культивирование тестируемого 
штамма в бульоне Сабуро, на чашках с морфологическим агаром выявляли 
рост гигантских колоний, формирование истинного и псевдомицелия при 
высеве на картофельно-глюкозный агар, способность к образованию бал-
листоспор и аскоспор определяли чашечным методом с использованием 
модифицированной среды Городковой [22].  

Специфические свойства. Осмотолерантность анализируемого штамма 
изучали при культивировании в пробирках с питательной средой с внесен-
ными 50% и 60% глюкозы в течение 7 суток при температуре 21–25°С [22]. 
Способность к росту при повышенных температурах (30°С, 37°С, 40°С) 
определяли посевом штамма R. mucilaginosa AgIV в пробирки с глюкозно-
пептонной средой и термостатировали при заданных температурах в тече-
ние 7 суток [22].  

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/immunostimulant
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Для проверки способности к ассимиляции источников углерода культу-
ру штрихом высевали на специальную среду «Difco» [22]. При сбражива-
нии сахаров (глюкоза, лактоза, сахароза, мальтоза, раффиноза) оценивали 
наличие газа, осадка и помутнения [22]. Уреазную активность определяли 
посевом дрожжевого штамма на скошенную среду Христенсена, содержа-
щую 20 вес. % раствор мочевины [22]. Для оценки амилолитической актив-
ности штамм культивировали в течение 5 сут на плотной питательной сре-
де с водорастворимым крахмалом, затем для выявления зон гидролиза по-
верхность агара с выросшими колониями заливали Люголем. Протеолиз 
казеина выявляли чашечным методом с использованием молочной среды. 
Через 5 сут культивирования зоны гидролиза замеряли от края штриха ис-
следуемого штамма до границы зоны осветления питательной среды [21]. 
Для определения липолитической активности тестируемый штамм газоном 
высевали на агаризированную среду Селибера с добавлением бромтимо-
лового синего, через сутки культивирования в термостате при температуре 
30°C оценивали наличие зон гидролиза около выросшей культуры [21].  

Предварительную идентификацию исследуемого штамма осуществ-
ляли, опираясь на полученные результаты культурально-морфологических 
и физиолого-биохимических свойств с использованием определителей 
В.И. Кудрявцева «Систематика дрожжей» и С. Kurtzman et al. «The yeasts: a 
taxonomic study» [23, 24]. Полученных данных было недостаточно для от-
несения к роду, поэтому амплифицировали внутренние транскрибируемые 
спейсеры (ITS) последовательности рибосомной ДНК. 

Молекулярно-генетическая идентификация. Исследуемый штамм дрож-
жей R. mucilaginosa AgIV идентифицирован методом секвенирования по 
Сенгеру с определением нуклеотидной последовательности фрагмента 
ITS-региона на базе ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский 
институт сельскохозяйственной микробиологии», г. Пушкин, и депониро-
ван в Ведомственной коллекции полезных микроорганизмов сельскохо-
зяйственного назначения под регистрационным номером RCAM05019  
(ФГБНУ «ВНИИСХМ»). ДНК суточной культуры выделяли лизированием 
CTAB и SDS с последующей фенол-хлороформной экстракцией. После ам-
плификации фрагмента ITS-региона с помощью прямого (TCCGTAGGT 
GAACCTGCGG) и обратного (TCCTCCGCTTATTGATATGC) праймеров 
ITS1–ITS4 и последующей очистки из геля осуществляли секвенирование 
нуклеотидной последовательности фрагмента ITS-региона на секвенаторе 
Applaid Bioscience XL3500 с применением праймеров и реактивов по про-
токолу и рекомендациям фирмы Applied Bioscience (США) [25]. Сходства 
нуклеотидных последовательностей проанализированы с использованием 
программ BLAST GenBank. 

Для оценки кинетики роста R. mucilaginosa AgIV и контрольного штам-
ма C. tropicalis CK-4-1 использовали три варианта экспериментальных пи-
тательных сред (г/л): 

1) при культивировании на среде с глюкозой (глюкоза – 15,0; пептон – 
5,0; KH2PO4 – 3,0; MgSO4 – 1,0; H2O – 1,0);  
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2) при культивировании на питательной среде с мелассой (меласса – 
20,0; (NH4)2SO4 – 4,5; KH2PO4 – 0,85; K2HPO4 – 0,15; MgSO4 × 7H2O – 0,15; 
NaCl – 0,1; CаCl2 × 4H2O – 0,1; H2O – 1,0; pH = 5,0); 

3) при культивировании на стерильной пивной дробине (измельченную 
в фарфоровой ступке навеску 70 г заливали 1 л водопроводной воды, 
оставляли на сутки, затем тщательно перемешивали, настаивали еще не-
сколько часов. Затем отфильтровывали до полной прозрачности, доводили 
рН до 4,3–4,8 и на 1 л раствора добавляли 4,5 г сульфата аммония) [26].  

Экспериментальные среды стерилизовали автоклавированием 20 мин 
при температуре 121°С, после чего разливали в пенициллиновые флаконы 
объемом 10 мл и засевали 1 мл суспензии клеток дрожжевых штаммов [26]. 
Посевы инкубировали при 25°С в течение 96 ч, прирост биомассы клеток 
определяли отбором проб в контрольные точки (каждые 6 ч) для подсчета 
нефелометрическим методом. Измерение оптической плотности (спектро-
фотометр Промэколаб ПЭ-5300 в, Россия) и построение калибровочной 
кривой проводили по рекомендованным методикам [26]. 

В качестве жидкой среды для глубинного культивирования на орби-
тальном шейкере использовали питательную среду следующего состава 
(г/л): меласса – 20,0; (NH4)2SO4 – 4,5г; KH2PO4 – 0,85г; K2HPO4 – 0,15г; 
MgSO4 × 7H2O – 0,15г; NaCl – 0,1г; CаCl2 × 4H2O – 0,1г; H2O – 1,0; pH = 5,0, 
в которую вносили по 1 мл инокулята исследуемых штаммов дрожжей R. 
mucilaginosa AgIV и C. tropicalis CK-4-1, содержащего начальную концен-
трацию клеток 4,9 × 105 клеток/мл. Посевной материал выращивали на ор-
битальном шейкере в колбах (объем среды 40 мл) в течение суток при 
25°С. Титр дрожжевых клеток подсчитывали в камере Горяева–Тома [27]. 
Пользуясь формулой, высчитывали удельную скорость роста (расчет про-
водили в экспоненциальной фазе роста) [26]: Kр = 2,303(lga2 – lga1)/(t2 – t1), 
где а1 – количество клеток в начале опыта; а2 – количество клеток в конце 
промежутка времени; (t2 – t1) – промежуток времени от начала опыта, ч; 
2,303 – коэффициент перевода натуральных логарифмов в десятичные. 

Периодическое культивирование в ферментере. После инкубирования в 
посевных колбах биомассу штаммов R. mucilaginosa AgIV (начальный титр 
клеток 10 × 106 клеток/мл) и C. tropicalis CK-4-1 (начальный титр клеток 
4,0 × 106 клеток/мл) переносили в газово-вихревой биореактор «Торнадо» 
(«Саяны», Россия, V = 10 л) для периодического культивирования в пита-
тельной среде того же состава, что и для глубинных культур. Процесс 
наращивания биомассы дрожжей проводили в течение суток при темпера-
туре 26–28°С, аэрации 15–25 м3/ч на 1,0 м3 среды, рН = 5,0. Выбранные 
параметры определялись исходя из индивидуальных потребностей культи-
вируемого штамма [28, 29]. Контроль численности клеток осуществляли 
периодическим взятием проб культуральной жидкости и подсчетом в ка-
мере Горяева–Тома [27], рассчитывали удельную скорость роста (Kр) [26]. 
При каждом отборе проб контролировали значение pH с помощью pH-
метра Hanna pHep5 HI 98128 (Германия). Центрифугирование культураль-
ной жидкости проводили при 500–10 000 об/мин в течение 15–20 мин, су-
пернатант сливали, осадок промывали дистиллированной водой и снова 
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центрифугировали, после чего высушивали в сушильном шкафу при тем-
пературе 80°С [26] и по методикам ГОСТ 20083-74 «Дрожжи кормовые. 
Технические условия» оценивали качественный состав биомассы штаммов 
(массовая доля влаги, массовая доля золы, массовая доля сырого протеина) 
[30].  

Оценка безопасности R. mucilaginosa AgIV включала определение ток-
сичности, токсигенности, вирулентности и диссеминации [31] на 140 мы-
шах-самцах линии Вalb/c в ФГБУ «Научно-исследовательский институт по 
изучению лепры» Минздрава России, г. Астрахань (на основании прика-
за Министерства здравоохранения Российской Федерации от 01.11.2021 
№ 1029 с 01.04.2022 г. ФГБУ «Научно-исследовательский институт по изу-
чению лепры» Минздрава России присоединен к ФГБОУ ВО Астраханс-
кий ГМУ Минздрава России). Содержание лабораторных животных (пере-
вод из питомника вивария, адаптация, экспериментальные исследования) 
соответствовало действующим санитарным требованиям, правилам GLP и 
этическим нормам [32, 33]. В экспериментах по оценке острой токсичности 
и вирулентности дрожжевого штамма R. mucilaginosa AgIV контрольная 
группа мышей получала физиологический раствор в объеме, соответствую-
щем дозировке суспензии штамма в опытных группах. Острую токсич-
ность исследовали однократным введением внутрибрюшинно и per os 
1,0 мл суспензии термоинактивированного трехсуточного штамма титром 
1 × 1010 КОЕ/мышь с последующим наблюдением за подопытными живот-
ными в течение 14 сут. Для оценки вирулентности и диссеминации 1,0 мл 
суспензии трехсуточного исследуемого штамма титром 1 × 107 КОЕ/мышь 
вводили мышам однократно внутрибрюшинно с ежедневным наблюдением 
в течение 30 сут. Каждые 7 сут эксперимента (7, 14, 28 сут соответственно) 
проводили эвтаназию и вскрытие животных из опытной группы для выяв-
ления диссеминационного эффекта. Оценивали патологоанатомические из-
менения почек, селезенки, печени, легких, сердца, после чего осуществля-
ли посев внутренних органов и крови на плотную среду Сабуро методом 
отпечатков, полученные колонии окрашивали водно-спиртовым раствором 
фуксина и микроскопировали с целью выявления тестируемых штаммов 
дрожжей (Olympus CX41, OlympusCorp. Япония). Для исследования токси-
генности отфильтрованную через бактериальные фильтры трехсуточную и 
семисуточную бульонные культуры штамма дрожжей R. mucilaginosa 
AgIV внутрибрюшинно вводили в дозировках 1,0 и 1,7 мл (трехсуточная 
дрожжевая культура) и 0,8 и 1,5 мл (семисуточная дрожжевая культура). 
Использовали восемь групп мышей по 10 животных в каждой. Мыши пер-
вой, второй, третьей и четвертой групп служили контролем – они получали 
стерильный бульон Сабуро в аналогичных объемах – 0,8; 1,5; 1,0; 1,7 мл. 
Животным пятой и шестой опытных групп вводили 1,0 и 1,7 мл фильтрата 
трехсуточной культуры, седьмая и восьмая опытные группы получали 0,8 
и 1,5 мл фильтрата семисуточной культуры [31]. 

Результаты подвергали статистической обработке с использованием 
программы «BioStat-2009» (Analist Soft Ins., США) и пакета программ 
Microsoft Excel. 
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Результаты исследования и обсуждение 
 
Получение чистой культуры, морфология клеток. Чистоту выросших 

колоний анализируемой культуры дрожжей определяли визуально и с по-
мощью световой микроскопии (Микромед Р-1 (LED), Россия). На плотной 
среде Сабуро чистая культура исследуемого штамма дрожжей R. muci-
laginosa AgIV RCAM05019 представляет собой гладкий, блестящий сли-
зеподобный штрих ярко-розового цвета, в поверхность питательной среды 
не врастал (рис. 1, а), на морфологическом агаре образовывал гигантскую 
бледно-розовую колонию (рис. 1, б), при микроскопии наблюдали клетки 
округлой формы размером 1,5–2,3 мкм (рис. 1, в).  

Результаты анализа микро-, макроморфологических и физиолого-био-
химических признаков представлены на блок-схеме (рис. 2).  

Молекулярно-генетическая идентификация. Следующий этап работы 
заключался в подтверждении таксономической принадлежности штамма с 
помощью молекулярно-генетической идентификации методом секвениро-
вания ДНК по Сэнгеру нуклеотидной последовательности фрагмента ITS-
региона. На современном этапе развития молекулярной биологии «золо-
тым стандартом» является идентификация дрожжевых грибов с использо-
ванием секвенирования генетического маркера – фрагмента ITS (Internal  

 

    
а б 

 

 
в 

Рис. 1. Внешний вид колоний штамма R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 и морфология 
его клеток: а – рост на плотной среде Сабуро, б – гигантская колония на морфологичес-
ком агаре, в – микроскопия окрашенных водно-спиртовым раствором фуксина мазков 
[Fig. 1. Appearance of colonies of the R. mucilaginosa strain AgIV RCAM05019 and morphology of its 
cells: а - growth on solid Sabouraud media, б - giant colony on morphological agar, в - microscopy of 

smears stained with aqueous-alcoholic solution of fuchsin] 
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Рис. 2. Блок-схема результатов изучения культурально-морфологических и фи-
зиолого-биохимических признаков штамма R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 
[Fig. 2. Block diagram of the results of studying the cultural-morphological and physiological-

biochemical characteristics of the strain R. mucilaginosa AgIV RCAM05019] 
 

Transcribed Spacer), позволяющая установить филогенетическую принад-
лежность и эволюционные особенности грибной ДНК [34, 35]. При срав-
нении анализируемой нуклеотидной последовательности с последователь-
ностями, депонированными в BLAST, установили вид Rhodotorula mucila-
ginosa как наиболее близкий к исследуемому штамму (99%). Штамм 

Предварительная идентификация на основании результатов культурально-морфологических и 
физиолого-биохимических свойств позволила сделать предположение о родовой принадлеж-
ности исследуемого штамма к базидиомицетовым дрожжам рода Rhodotorula 
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Ассимиляция источников углерода. 
На среде «Difco» наблюдали  
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Уреазная активность, синтез крахмалоподобных соединений.  
Уреазная активность положительная, что свидетельствует  

о базидиомицетовом аффинитете дрожжевого штамма,  
синтез крахмалоподобных соединений не обнаружен 
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Культивирование на средах  
с повышенным осмотическим 

давлением. Присутствие 50% и 
60% глюкозы в среде оказывало  

ингибирующий эффект  
на рост штамма 
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Культивирование гигантских колоний. 
На морфологическом агаре формиро-
вались округлые выпуклые колонии  

с неровной поверхностью, диаметром 
2,3 ± 2 см, не врастающие в агар  

(рис. 1, б) 

Характер роста в бульоне Сабуро. 
Культивирование штамма  

в бульоне Сабуро сопровожда-
лось присутствием пленки,  
взвеси, помутнением среды 
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R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 депонирован в GenBank под регистра-
ционным номером PP531621.  

Кинетика роста. Для определения влияния особенностей адаптации к 
компонентам питательной среды и длительности культивирования на про-
цесс роста биомассы штамма R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 оценивали 
кинетику роста посевами на каждую из экспериментальных сред в пяти 
повторностях. Наибольший эффект получен на питательной среде с мелас-
сой, для которой характерна экспоненциальная фаза роста клеток исследу-
емого штамма. Более сглажена экспоненциальная фаза на пивной дробине 
с непродолжительной стационарной фазой. На питательной среде с глюко-
зой развитие клеток дрожжевого штамма аналогично росту на мелассной 
среде, но титр, отражающий количество биомассы, ниже (рис. 3). В работе 
Z. Li et al. [6] отмечены высокая продуктивность дрожжей рода Rhodotorula 
в сравнении с микроводорослями, неприхотливость к питательным веще-
ствам, универсальность в ассимиляции различных возобновляемых источ-
ников углерода, за счет чего синтезируемая биомасса приобретает устой-
чивость к ингибирующим компонентам химических веществ, содержа-
щимся во вторичном сырье пищевой промышленности. Авторы [6] выяви-
ли экономическую выгодность и целесообразность использования глице-
рина, сахарного тростника, гидролизата пшеничной соломы и других отхо-
дов сельскохозяйственного производства. Например, в исследованиях 
W.R.C. Machado et al. [36] показано, что побочные продукты сахарного 
производства (свекловичная меласса, кукурузный экстракт, виноградное 
сусло, тростниковая меласса), содержащие необходимый набор сахаров 
(сахарозу, глюкозу, фруктозу) для осуществления жизненно важных про-
цессов метаболизма дрожжевых клеток, являются ценными и экономиче-
ски доступными источниками углерода. 

 

 
Рис. 3. Динамика накопления биомассы штамма R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 

[Fig. 3. Dynamics of biomass accumulation of the R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 strain] 
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Таблица 1  [Table 1] 
Влияние режимов культивирования на динамику титра  

клеток штаммов дрожжей 
[Influence of cultivation regimes on cell titer dynamics of yeast strains] 

Исследуемые 
штаммы 

[Investigated strains] 

Динамика титра клеток, 106 клеток/мл 
[Cell titer dynamics, 106 cells/ml] 

Глубинное культивирование 
на орбитальном шейкере, 

часы 
[Submerged cultivation on a on an 

orbital shaker, hours] 

Периодическое культивиро-
вание в ферментере, часы 

[Periodic cultivation in a fermenter, 
hours] 

 4 8 24 4 8 24 
R. mucilaginosa 
AgIV RCAM05019 3 4 10 22 38 60 

C. tropicalis CK-4-1 2 3 4 9 25 50 

 
При получении маточной культуры методом глубинного культивирова-

ния на орбитальном шейкере уже через сутки от начала культивирования 
выявлен интенсивный рост клеток штамма R. mucilaginosa AgIV RCAM 
05019 (107 клеток/мл) по сравнению с контрольным C. tropicalis CK-4-1 
(4,0×106 клеток/мл) (табл. 1). Показатели удельной скорости роста штамма 
R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 превышали показатели контрольного 
штамма (рис. 4).  

При последующем периодическом культивировании маточных культур 
в ферментере установлена способность штамма R. mucilaginosa AgIV 
RCAM05019 к накоплению биомассы также в более короткие сроки, чем  
 

 
Рис. 4. Удельная скорость роста штаммов дрожжей 

[Fig. 4. Specific growth rate of yeast strains] 
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у штамма C. tropicalis CK-4-1 (см. табл. 1). В исследовании T.V.D. Rodri-
gues et al. [37] авторами успешно продемонстрирована перспективность 
добавления тростниковой мелассы в питательную среду (30 г/л) при пери-
одическом культивировании с подпиткой, что позволило увеличить коли-
чество каротиноидов в биомассе R. mucilaginosa с 1248,5 до 3726,7 мкг/л. 

Удельная скорость роста анализируемого штамма также превышала 
значения контрольного штамма (см. рис. 4). Результаты эксперимента, 
представленные на рис. 4, показывают, что удельная скорость роста анали-
зируемого штамма при культивировании в ферментере выше, чем при вы-
ращивании на орбитальном шейкере. Выявленную закономерность можно 
объяснить: 

1. Двухэтапным алгоритмом исследования. Первый этап эксперимента 
заключался в культивировании исследуемых штаммов на орбитальном 
шейкере для получения маточной культуры. Выбор питательной среды с 
мелассой для данного этапа обусловлен необходимым набором сахаров 
(сахароза, глюкоза, фруктоза) для осуществления жизненно важных про-
цессов метаболизма дрожжевых клеток [36]. Компоненты питательной 
среды способствовали продолжительной экспоненциальной фазе роста с 
четко выраженной фазой размножения (ускорения роста) и нарастанию 
биомассы клеток. Достигнутый титр штамма R. mucilaginosa AgIV 
RCAM05019 при выращивании на орбитальном шейкере в течение суток 
составлял 3 × 106–10 × 106 клеток/мл, для контрольного штамма C. tropi-
calis CK-4-1 зафиксирован диапазон 2 × 106–4 × 106 клеток/мл (см. табл. 1). 
Подготовленные таким образом дрожжевые культуры являлись маточными 
для дальнейшего засева (титр клеток 10 × 106 клеток/мл для R. mucilaginosa 
AgIV RCAM05019 и титр клеток 4,0 × 106 клеток/мл для C. tropicalis CK-4-1) 
в газово-вихревой биореактор «Торнадо» с питательной средой того же 
состава. Увеличение удельной скорости роста, определяемой в экспонен-
циальную фазу роста (при культивировании и на орбитальном шейкере, и в 
ферментере), сопровождалось приростом биомассы (см. рис. 4). Представ-
ленные в табл. 1 данные демонстрируют интенсивный прирост биомассы 
штамма R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 (22 × 106 клеток/мл уже через 
4 часа культивирования и 60 × 106 кл/мл к 24 ч) по сравнению с контроль-
ным штаммом C. tropicalis CK-4-1 (9 × 106–50 × 106 клеток/мл) (см. табл. 1).  

2. Преимуществом культивирования в ферментере (рН, аэрация, пере-
мешивание и др.). Известно, что параметры культивирования и физиологи-
ческие особенности микроорганизмов оказывают влияние на удельную 
скорость роста, отражающую прирост биомассы клеток за относительно 
малый промежуток времени [21, 26]. Из литературных источников извест-
но о влиянии аэрации и перемешивания на скорость роста микробных кле-
ток при культивировании в ферментерах. От степени аэрации и процесса 
перемешивания зависит осуществление транспортировки питательных ве-
ществ и кислорода к микробным клеткам, а также удаление продуктов об-
мена и равномерное насыщение кислородом культуральной жидкости [38]. 
В работе М.С. Фирсовой с соавт. также экспериментально доказана зави-
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симость удельной скорости от выбранного режима аэрации при глубинном 
культивировании Avibacterium paragallinarum [39].  

В нашем исследовании указанное значение аэрации (15–25 м3/ч на 1 м3 
среды) задавалось в начале эксперимента и варьировалось автоматически. 
Экспериментально доказано, что оптимальным рН для дрожжей R. muci-
laginosa является рН = 5,0, так как способствует максимальному накопле-
нию биомассы [28, 29]. Для исследуемого штамма также установлена про-
должительная экспоненциальная фаза роста, что способствовало повыше-
нию удельной скорости роста и накоплению биомассы.  

Результаты физико-химических исследований по установлению каче-
ства биомассы, представленные в табл. 2, указывают на то, что показатели 
ценности тестируемых штаммов соответствуют требованиям нормативной 
документации (массовая доля влаги: R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 – 
11,5%; C. tropicalis CK-4-1 – 11,8%; массовая доля золы: R. mucilaginosa 
AgIV RCAM05019 – 7,0%; C. tropicalis CK-4-1 – 7,8%). Содержание массо-
вой доли сырого протеина у штамма R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 
превосходит показатели (67%), устанавливаемые НТД, а контрольный 
штамм C. tropicalis CK-4-1 отнесен к первой группе (48%).  

В.В. Колпакова с соавт. [40] получили биомассу R. mucilaginosa с мас-
совой долей белка 58,90 ± 3,03% на сухое вещество при выращивании 
дрожжей на гороховой сыворотке, что в 1,6 раза выше, чем на картофельной  
 

Таблица 2  [Table 2] 
Оценка физико-химических показателей качества  

дрожжевой биомассы 
[Assessment of physical and chemical indicators of the quality of yeast biomass]  

Физико-химические  
показатели, % 

[Physical and chemical  
indicators, %] 

Допустимый уровень 
по ГОСТ 20083-74 [30] 

[Permissible level  
according to  

GOST 20083-74 [30]] 

Результат испытаний, % 
[Test result, %] 

R. mucilagi-
nosa AgIV 

RCAM05019 

C. tropicalis 
CK-4-1 

Массовая доля влаги 
[Mass fraction of moisture] 

Не более 12% 
[No more than 12%] 11,5 11,8 

Массовая доля золы  
(в пересчете на абсо-
лютно сухое вещество) 
[Mass fraction of ash  
(in terms of absolutely dry  
matter)] 

Не более 10% 
[No more than 10%] 7,0 7,8 

Массовая доля сырого 
протеина (в пересчете  
на абсолютно сухое  
вещество) 
[Mass fraction of crude  
protein (in terms of  
absolutely dry matter] 

Не менее, %: 
54 – высшая группа 
51 – первая группа 
46 – вторая группа 
43 – третья группа 

[Not less, %: 
54 - highest group 
51 - first group 
46 - second group 
43 - third group] 

67 48 
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среде. В исследовании А. Campos-Valdez et al. отмечен потенциал накопле-
ния белковой биомассы (2,3 г/л–1) почвенного штамма Rhodotorula muci-
laginosa M1K4 на средах с гидролизированными бумажными отходами 
[41]. D. Díaz-Vázquez et al. установили возможность утилизации отходов 
производства текилы, используя их в качестве субстрата для накопления 
дрожжевой биомассы (Candida utilis ATCC 9950, Rhodotorula mucilaginosa 
ATCC 9450, Kluyveromyces marxianus ATCC 2512), обогащенной белком 
(18,08 ± 2,73 г/л), для дальнейшего применения в качестве кормового про-
дукта в животноводстве [42].  

Оценка безопасности. При оценке острой токсичности после введения 
суспензии штамма дрожжей R. mucilaginosa AgIV концентрацией 1,0 × 1010 
клеток/мышь (по 10 особей в контрольной и опытных группах) ежедневно 
следили за их внешним видом и состоянием. У животных отмечали актив-
ное поведение, нормальный аппетит и адекватную реакцию на физические 
раздражители (свет, шум, манипуляции экспериментатора). Во всех груп-
пах аномальный внешний вид (поникшая голова, сгорбленная поза, вя-
лость) и смертность мышей отсутствовали, животные не теряли в весе 
(табл. 3).  

 
Таблица 3  [Table 3] 

Изменение массы тела мышей при воздействии суспензии штамма  
R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 при оценке острой  

токсичности, вирулентности и диссеминации 
[Changes in the weight of mice exposed to a suspension of the strain R. mucilaginosa AgIV 

RCAM05019 in the assessment of acute toxicity, virulence and dissemination] 

Масса тела мышей до/после окончания эксперимента при оценке  
острой токсичности, г 

[Weight of mice before/after the end of the experiment in the assessment of acute toxicity, g] 

Контрольная группа 
[Control group] 

Опытная группа 
[Experienced group] 

per os Внутрибрюшинное 
[Intraperitoneal] per os Внутрибрюшинное 

[Intraperitoneal] 

До 
[Before] 

После 
[After]  

До 
[Before] 

После 
[After]  

До 
[Before] 

После 
[After]  

До 
[Before] 

После 
[After]  

19,2 ± 
0,48 

20,8 ± 
0,47 

19,0 ± 
0,33 

20,25 ± 
0,37 

19,3 ± 
0,49 

20,8 ± 
0,4 

19,1 ±  
0,35 

20,6 ±  
0,26 

Масса тела мышей до/после окончания эксперимента при оценке  
вирулентности и диссеминации, г 

[Weight of mice before/after the end of the experiment in the assessment of acute toxicity, g] 

Контрольная группа / дни эксперимента 
[Control group/experiment days] 

Опытная группа / дни эксперимента 
[Experienced group/experiment days] 

7 14 21 28 7 14 21 28 
19,1 ± 
0,37 

19,5 ± 
0,43 

19,5 ± 
0,34 

21 ± 
0,42 

19,1 ± 
0,27 

20,4 ± 
0,4 

20,6 ± 
0,35 

21,6 ± 
0,35* 

Примечание. * р ≤ 0,05 относительно веса соответствующей группы в начале экспери-
мента. 
[Note. * p ≤ 0.05 relative to the weight of the corresponding group at the beginning of the experiment]. 
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При изучении вирулентности и диссеминации лабораторных животных 
заражали суспензией R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 концентрацией 
1,0 × 107 клеток/мышь (по 10 особей в контрольной и опытных группах) и 
затем проводили ежедневный визуальный мониторинг. В течение всего 
наблюдения поведение мышей не менялось, изменений кожных покровов, 
слизистой не наблюдалось. Активность, поведенческие и пищевые реакции 
оставались без изменения. При вскрытии в контрольных точках (7, 14, 21, 
28 сут) обнаружили, что поверхность внутренних органов гладкая, без ви-
димой патологии, нормальной окраски, плотной структуры. В посевах на 
питательную среду внутренних органов мышей тестируемая культура 
дрожжей не выявлена (см. табл. 3).  

При изучении токсигенности внутрибрюшинное введение мышам 
фильтрата 3-й и 7-й суточной суспензии исследуемого штамма дрожжей 
R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 (по 1,0 и 1,7 мл; 0,8 и 1,5 мл соответ-
ственно) не влияло на их общее состояние и не привело к гибели живот-
ных. Мыши активны, подвижны, кожные покровы чистые, шерсть без из-
менений, с нормальным аппетитом и реакциями, не теряли в весе (табл. 4). 

 
Таблица 4  [Table 4] 

Изменение массы тела мышей при воздействии суспензии штамма  
R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 при оценке токсигенности 

[Changes in the weight of mice exposed to a suspension  
of the R. mucilaginosa strain AgIV RCAM05019 when assessing toxicity] 

Масса тела мышей до/после окончания эксперимента, г/ 
Объем фильтрата трехсуточной культуры, мл 

[Weight of mice before/after the end of the experiment, g/ 
The volume of the filtrate of a three-day culture, mL] 

Контрольная группа 
[Control group] 

Опытная группа 
[Experienced group] 

До 
[Before] 

После 
[After] 

До 
[Before] 

После 
[After] 

До 
[Before] 

После 
[After] 

До 
[Before] 

После 
[After] 

1,0 мл 1,0 мл 1,7 мл 1,7 мл 1,0 мл 1,0 мл 1,7 мл 1,7 мл 
19 ± 
0,33 

20 ± 
0,28 

19,1 ± 
0,35 

20,4 ± 
0,32 

18,6 ± 
0,26 

19,6 ± 
0,18* 

19,3 ± 
0,37 

20,3 ± 
0,37 

Масса тела мышей до/после окончания эксперимента, г/ 
Объем фильтрата семисуточной культуры, мл 

[Mice weight (before/after the end of the experiment), g/ 
The volume of the seven-day culture filtrate, mL] 

Контрольная группа 
[Control group] 

Опытная группа 
[Experienced group] 

До 
[Before] 

После 
[After] 

До 
[Before] 

После 
[After] 

До 
[Before] 

После 
[After] 

До 
[Before] 

После 
[After] 

0,8 мл 0,8 мл 1,5 мл 1,5 мл 0,8 мл 0,8 мл 1,5 мл 1,5 мл 
19 ± 
0,35 

20 ± 
0,33 

18,9 ± 
0,35 

19,8 ± 
0,25 

20 ± 
0,6 

20,5 ± 
0,5 

19 ± 
0,33 

20,4 ± 
0,32* 

Примечание. * р ≤ 0,05 относительно веса соответствующей группы в начале экспери-
мента. 
[Note. * p ≤ 0.05 relative to the weight of the corresponding group at the beginning of the experiment]. 
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Таким образом, проявлений острой токсичности, токсигенности, виру-
лентных свойств, диссеменационного эффекта и гибели эксперименталь-
ных животных не выявлено. Известно, что кормовая добавка «Полиэкт», 
содержащая живые (активные) дрожжи Cryptococcus flavescens 1-АЛ-3 
(3,5 × 107 КОЕ/г) и Rhodotorula sp. ФПСК-17 (2,0 × 106 КОЕ/г), не вызывает 
патологоанатомических изменений организма и токсичного действия при 
испытании острой и подострой токсичности на белых нелинейных мышах, 
а применение в рационе у телят черно-пестрой породы повышает прирост 
живой массы до 10,5% и благотворно влияет на физиологические показа-
тели [43]. O.P.A. Joana Coutinho et al. [44] выявили пробиотический потен-
циал штамма Rhodotorula mucilaginosa UFMGCB 18,377, выделенного из 
пробы антарктического снега, доказав способность дрожжей ослаблять 
клинические проявления мукозита, индуцированного 5-фторурацилом, при 
пероральном введении у шестинедельных мышей-самок Balb/c. Ранее эти-
ми же авторами установлена 60% выживаемость у мышей-самок Balb/c при 
внутрижелудочном введении штамма Rhodotorula mucilaginosa UFMGCB 
18,377, зараженных Salmonella typhimurium [45]. 

 
Выводы 

 
1. Согласно результатам изучения морфолого-культуральных и физио-

лого-биохимических признаков, исследуемая культура отнесена к дрожже-
вым грибам рода Rhodotorula. С использованием методов молекулярно-
генетического анализа штамм идентифицирован как представитель вида 
R. mucilaginosa. Штамм R. mucilaginosa AgIV депонирован в Ведомствен-
ной коллекции полезных микроорганизмов сельскохозяйственного назна-
чения ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт сель-
скохозяйственной микробиологии», г. Пушкин (регистрационный номер 
RCAM05019), и в GenBank (регистрационный номер PP531621). 

2. Проявлений острой токсичности, токсигенности, вирулентных 
свойств и диссеменационного эффекта у идентифицированного штамма 
R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 не обнаружено, данный штамм не вы-
звал гибели лабораторных животных. Кроме того, при определении спе-
цифических свойств штамма выявлена сниженная способность к росту при 
повышенных температурах (обычно повышающих вирулентность патоген-
ных штаммов) [6], что может объяснять безопасное воздействие исследуе-
мого штамма. 

3. При культивировании в условиях периодического глубинного режи-
ма на средах, содержащих побочные продукты агропромышленного произ-
водства (меласса и пивная дробина) в качестве потенциальных источников 
питательных веществ, штамм R. mucilaginosa AgIV RCAM05019 интенсив-
но синтезирует биомассу, соответствующую требованиям ГОСТ 20083-74 
«Дрожжи кормовые. Технические условия».  

4. В условиях глубинного культивирования при температуре 26–28°С, 
аэрации 15–25 м3/ч на 1,0 м3 среды, рН = 5,0 штамм R. mucilaginosa AgIV 
имеет продолжительную экспоненциальную фазу роста с высокой удель-
ной скоростью роста, достигающей значения 0,8 ч–1. 
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