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Аннотация. Предложены методические подходы для скрининга высокоактивных вариантов 
(форм) с определенным содержанием в синтезируемой смеси индивидуальных биологически ак-
тивных соединений. Указанные подходы реализованы в селекции производственных штаммов 
Eremothecium - продуцента эфирного масла с запахом розы.
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Abstract. Methodological approaches for the screening of highly active variants (forms) with a certain 
content of  individual biologically active substances in a synthesized mixture were suggested. The shown 
approaches were realised in strains of Eremothecium, producer of essential oil with a rose flavour.
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В связи с быстрым развитием промышлен-
ности и растущим интересом к биотехнологи-
ческим подходам в решении актуальных задач 
производства возникает необходимость в поиске 
новых продуцентов биологически активных со-
единений (БАС) [1, 2]. Особое внимание привле-
кают микроорганизмы, способные синтезировать 
смесь веществ, представляющих ценность для че-
ловека, например, антибиотики, витамины, функ-
циональные полисахариды, ферменты, летучие 
душистые соединения и др. [3]. Скрининг про-
дуцентов комплекса БАС выявляет потребность 
в новых методических подходах, которые  позво-
ляли бы значительно интенсифицировать процесс 
отбора высокоактивных вариантов [4, 5], штам-
мов продуцента, полученных как классической 
селекцией, так и генно-инженерными способами. 
Модельным объектом для  разработки алгоритма 
создания производственных культур с требуемой 
совокупностью показателей по уровню накопле-
ния нескольких индивидуальных соединений мо-
жет служить дрожжеподобный гриб эремотеций 
[6, 7]. Целевые продукты биотехнологий, в кото-

рых продуцентами являются  микромицеты рода 
Eremothecium, - это  биологически активные со-
единения: рибофлавин и его производные, а так-
же эфирное масло и другие аромапродукты [1, 3]. 
Эфирное масло Eremothecium представляет собой 
смесь летучих душистых веществ, в основном, 
монотерпеновых спиртов (МТС): гераниола, не-
рола, цитронеллола и ароматического спирта - 
β-фенилэтанола (ФЭС) [2-7]. Следует отметить, 
что геранилпирофосфат является предшественни-
ком всех  МТС, содержащихся в розовом и эремо-
тецевом маслах (рис. 1) [8-10]. При этом, реакция 
превращения геранилпирофосфата в нерилпиро-
фосфат является обратимой, что затрудняет селек-
ционную работу по получению детерминантных 
по неролу штаммов. В связи с этим  необходима 
разработка новых методических подходов скри-
нинга продуцентов многокомпонентной смеси за-
данного состава БАС.

Целью данного исследования является разра-
ботка методического подхода для селекции про-
изводственных штаммов с определенным содер-
жанием в синтезируемой смеси индивидуальных 
БАС на примере Eremothecium - продуцента эфир-
ного масла.
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Рис. 1. Биосинтез монотерпеновых спиртов E. ashbyi и E.gossypii ( ГМГР – гидрокси-3-метилглутарил-
КоА-редуктаза; ФПФ-синтаза – фарнезилпирофосфатсинтаза; МКК – 3-метилкротонил-КоА-карбокси-
лаза; ГПФ-синтаза – геранилпирофосфатсинтаза; ЛС – линалоолсинтаза).

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 
Объектами исследования служили штам-

мы Eremothecium ashbyi Guilliermond 1935 
BKM F-124, ВКМ F-1397, ВКМ F-3009, ВКПМ 
F-6, ВКПМ F-36, ВКПМ F-108, ВКПМ F-340 и 
Eremothecium gossypii (S.F.Ashby et W.Nowell 
1926) Kurtzman 1995 BKM F-1398, ВКМ F-2627, 
BKM F-3276, BKM F-3296, ВКПМ F-35. Микро-
организмы поддерживали на скошенной агари-
зованной среде, содержащей соевую муку (4%) и 
сахарозу (1%), сусло-агаре, агаре Сабуро, карто-
фельно-глюкозном агаре, мясо-пептонном агаре, 
среде Чапека, питательном агаре. Посевной мате-
риал культивировали в жидких питательных сре-
дах различного состава: соево-сахарозной и глю-
козо-пептонной  при непрерывном встряхивании в 
течение 24…72 часов. Ферментацию осуществля-
ли в соево-сахарозной жидкой питательной среде 
в течение 27…64 часов. Объем инокулята – 1…10 

% от объема засеваемой среды. Выделение аро-
матообразующих соединений из культуральной 
жидкости (КЖ) осуществляли методом экстрак-
ции органическим растворителем с последующим 
его удалением при помощи роторного испарителя 
под вакуумом, затем производили взвешивание на 
аналитических весах. Определение компонент-
ного состава извлеченного масла проводилось на 
газовом хроматографе PerkinElmer Clarus 680 на 
полярной колонке (пламенно-ионизационный де-
тектор).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для качественной оценки эфирномасличного 

сырья большое значение имеет  содержание и ком-
понентный состав эфирного масла. При проведе-
нии количественного анализа летучих душистых 
веществ, содержащихся в биотехнологическом сы-
рье (БТС) Eremothecium, было отмечено, что про-
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анализированные образцы сырья видов E. ashbyi и 
E. gossypii значительно варьировали по количеству 
ароматообразующих соединений (АОС) в л КЖ 
(50.9…565.5  мг/л). Полученные данные дают воз-
можность определить для каждой культуры взаи-
мосвязи между содержанием эфирного масла в сы-
рье и биотехнологическими параметрами (состав 
питательной среды, объем вносимого посевного 
материала, время ферментации и др.), что позво-
ляет регулировать процесс культивирования про-
дуцента для достижения необходимых значений 
по уровню накопления летучих душистых веществ 
и выявить показатели для стандартизации БТС 
Eremothecium. Так, например, одни из наивысших 
значений  были отмечены у культуральных жидко-
стей E. gossypii (565.5 мг/л, 50 ч культивирования)  
и E. ashbyi (376.0 мг/л, 64 ч культивирования).

По компонентному составу ближайшим «рас-
тительным» аналогом является розовое масло, 
одно из самых дорогостоящих и высоко востребо-
ванных масел в мире, поэтому целесообразно при 
отборе высокоактивных вариантов использовать 
показатели, регламентируемые нормативной до-
кументацией на розовое масло. Одним из пока-
зателей качества эфирного масла розы является 
содержание ФЭС и суммы терпеновых спиртов 
(гераниола, цитронеллола, нерола), поэтому со-
отношение этих компонентов является важным 
критерием отбора продуцента. В качестве эталона 
сравнения (0.04…0.08) использовалось соотно-
шение ФЭС к сумме терпеновых спиртов розово-
го масла, рассчитанное на основании показателей 
международного стандарта ISO 9842:2003. В со-
ответствие с этим содержание фенилэтанола, уве-
личение которого чаще всего ведет к снижению 
качества масла, должно быть более низким по 
сравнению с отечественным стандартом ОСТ 10-
60-87. Было выявлено (табл. 1), что по указанному 
соотношению наиболее приближено к нему эфир-
ное масло, получаемое из 48…54-часовой куль-
туральной жидкости E. ashbyi штаммов ВКПМ 
F-340 (0.11), ВКМ F-3009 (0.12).

Однако, для более точного и полного скри-
нинга высокоактивных штаммов продуцента 
эфирного масла с определенным содержанием 
индивидуальных соединений использование од-
ного показателя для комплексной оценки биосин-
тетической способности микроорганизма  недо-
статочно, поэтому предлагается дополнительное 
использование соотношений отдельных монотер-
пеновых спиртов между собой, а именно геранио-
ла к цитронеллолу, гераниола к неролу. 

Таблица 1
Сравнительная характеристика показателей компо-
нентного состава розового масла и эфирного масла 

из БТС Eremothecium

Источник масла Доля МТС, % Соотношение 
ФЭС/МТС

E. ashbyi
ВКПМ F-6
ВКПМ F-36
ВКПМ F-108
ВКПМ F-340
ВКМ F-124
ВКМ F-1397
ВКМ F-3009

78.16-81.10
71.96-81.70
42.40-60.40
81.02-89.82
77.70-88.00
54.70-57.30
87.80-96.70

0.23-0.28
0.22-0.39
0.66-1.36
0.11-0.23
0.11-0.28
0.75-0.83
0.02-0.12

E. gossypii
ВКПМ F-35
ВКМ F-1398
ВКМ F-2627
ВКМ F-3276
ВКМ F-3296

39.70-82.00
56.30-74.40
44.00-47.00
43.60-55.90
47.90-49.90

0.22-1.52
0.34-0.69
1.12-1.27
0.79-1.29
1.00-1.09

Rosa damascena Mill.
(ISO 9842:2003) 35.00-81.00 0.04-0.08

В качестве эталона сравнения (0.13…1.12 и 
0.55…7.67 соответственно) служили соотноше-
ния, рассчитанные на основании данных между-
народного стандарта  ISO 9842:2003 по розово-
му маслу различного происхождения. В отличие 
от отечественного стандарта он регламентирует  
процентное содержание отдельных компонентов. 
При анализе образцов эфирного масла, получен-
ного в результате ферментации штаммов проду-
центов, было установлено полное соответствие 
только по соотношению гераниола к неролу (ВКМ 
F-124 – 6.96; ВКПМ F-36 – 3.65…6.54); лучшее 
значение показателя по соотношению гераниола 
к цитронеллолу было отмечено у штамма ВКПМ 
F-36 – 2.51 (табл. 2). 

Ступенчатый скрининг отдельных колоний 
(вариантов) из популяций этого штамма позволил 
максимально приблизиться к требованиям между-
народного стандарта (гераниол к цитронеллолу – 
0.13…1.12, гераниол к неролу – 0.55…7.6).

Полученные результаты свидетельствуют, что 
использование подхода, основанного на расчете 
соотношений компонентов как одинаковой, так и 
разной химической структуры, позволяет более 
точно и полно провести анализ биосинтетической 
способности продуцента, выявить штамм или ва-
риант с наиболее желательным составом смеси 
БАС и специфицировать направление селекцион-
ного отбора. 

При скрининге видов и штаммов, синтези-
рующих эфирное масло, подобный подход об-

О методических аспектах селекции продуцентов эфирного масла
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Таблица 2
Сравнительная характеристика розового и эремотецевого масел по соотношению основных монотерпеновых 

спиртов

Источник масла Соотношение 
гераниол/цитронеллол

Соотношение 
гераниол/нерол

E. ashbyi 
ВКПМ F-6
ВКПМ F-36
ВКПМ F-108
ВКПМ F-340
ВКМ F-124
ВКМ F-1397
ВКМ F-3009

8.98-26.10
2.51-7.04

31.46-365.5
37.62-51.94
12.43-16.65
1.21-47.33
9.12-15.30

не обнаружен нерол
3.65-68.20

не обнаружен нерол
не обнаружен нерол

6.96-12.21
7.67-142.00
13.6-24.65

E. gossypii 
ВКПМ F-35
ВКМ F-1398
ВКМ F-2627
ВКМ F-3276
ВКМ F-3296

не обнаружен цитронеллол
18.56-232.30
13.92-77.33
7.76-13.21
0.47-22.63

не обнаружен нерол
50.6-697.00
6.96-34.72
4.79-26.42
2.42-99.60

Rosa damascena Mill.
(ISO 9842:2003) 0.13-1.12 0.55-7.67

легчает задачу по поиску микроорганизма с тре-
буемыми показателями по химическому составу 
комплекса биологически активных веществ и по 
сравнению с традиционным подходом позволя-
ет установить взаимозависимости по уровню 
биосинтеза и накопления индивидуальных со-
единений, а также, в частности, процесса био-
трансформации геранилпирофосфата в нерол и 
цитронеллол (рис. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предлагаемые методические подходы отбора 

высокоактивных вариантов продуцентов комплек-
са БАС являются универсальными и представляют 
интерес при скрининге биосинтетической актив-
ности микроорганизмов, полученных как путем 
классической селекции, так генно-инженерными 
способами. Расчет соотношений компонентов как 
одинаковой, так и разной химической природы 
позволяет определить качественные и количе-
ственные взаимозависимости индивидуальных 
соединений и биотехнологических процессов при 
их оптимизации и может быть использован в тех-
нохимическом контроле производства  и оценке 
качества продукции.
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