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Аннотация.
Улучшение метаболических функций дрожжевой культуры различными приемами – одно из направлений совершенствова-
ния биотехнологических процессов. Поиск новых источников биостимуляторов нацелен на природные ресурсы, в качестве 
которых могут выступать Taraxacum officinale Wigg. и Trifolium pratense L., и недеструктивные методы извлечения ценных 
компонентов сырья, такие как сверхкритическая флюидная экстракция. Цель работы – исследовать воздействие СО2-экстрактов 
T. officinale и T. pratense на ферментативную и физиологическую активность дрожжевой культуры.
Объекты исследования – СО2-экстракты T. officinale и T. pratense, полученные сверхкритической флюидной экстракцией 
при рабочем давлении от 8,0 до 20,0 МПа и температуре 40 °С; производственные пивные дрожжи. Химический состав 
экстрактов определяли газовой хроматографией, бродильную активность дрожжей – методом Варбурга.
Определены рациональные параметры сверхкритической флюидной экстракции: для T. officinale рабочее давление –  
15,0 МПа, для T. pratense – 8,0–15,0 МПа. В результате сверхкритической флюидной экстракции получены отдельные  
фракции СО2-экстрактов, различающиеся внешним видом (от жидких до воскообразных), значением показателя преломле- 
ния (чем больше рабочее давление, тем выше величина показателя), химическим составом (смесь углеводородов, фенольных 
соединений, жирных кислот, кетонов, альдегидов, спиртов), потенциальной биологической активностью (антибактериальной, 
антиоксидантной и др.). Представлены результаты изменения химического состава CO2-экстрактов при продолжительном 
хранении. Исследованы спектрограммы и химический состав образцов CO2-экстрактов исходных и после продолжительного 
выдерживания. Отмечено уменьшение концентрации и преобразования полифенолов, флавоноидов и других компонен- 
тов эфирных масел. Проведен анализ микробиологического состояния СО2-экстрактов: после хранения / использования 
в течение 30 суток при температуре 20–24 °С в пробах выявлено наличие грамотрицательных бактерий; при 2–4 °С без света, 
а также в свежеполученных экстрактах – отсутствие микрофлоры. Обработка дрожжей водными растворами СО2-экстрактов 
T. officinale и T. pratense в течение 20–30 мин в количестве 0,2‒2,0 % к объему биомассы способствовала увеличению  
бродильной активности в среднем на 220 % и снижению количества мертвых клеток.
Результаты свидетельствуют о перспективности использования СО2-экстрактов T. officinale и T. pratense в качестве био- 
стимулирующих препаратов дрожжевой культуры.

Ключевые слова. Флюидная СО2-экстракция, химический состав, биоактиваторы, Saccharomyces cerevisiae, Taraxacum 
officinale, Trifolium pratense, бродильная активность, физиологические показатели
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Abstract.
Yeast cultures with advanced metabolic indicators improve various industrial biotechnological processes. New sources of biostimulators 
involve mainly natural resources, e.g., Taraxacum officinale Wigg. or Trifolium pratense L., as well as non-destructive extraction 
methods, e.g., supercritical fluid extraction (SCFE). This research featured the effect of CO2 extracts of T. officinale and T. pratense 
on the enzymatic and physiological profiles of yeast culture.
The experiment involved CO2 extracts of T. officinale and T. pratense obtained by SCFE at 8.0–20.0 MPa and 40°C, as well 
as industrial brewer’s yeast. The method of gas chromatography made it possible to reveal the chemical composition of the extracts 
while the Warburg method revealed the fermentation activity of the yeast. 
The rational parameters of SCFE for T. officinale included a working pressure of 15.0 MPa while for T. pratense it was  
8.0–15.0 MPa. The separate fractions of CO2 extracts obtained with SCFE differed in many aspects. The appearance varied from 
liquid to waxy. The refractive index correlated with the working pressure. The chemical composition was represented by different 
mixes of hydrocarbons, phenolic compounds, fatty acids, ketones, aldehydes, and alcohols. The bioactive potential demonstrated 
antibacterial, antioxidant, and other properties. The analysis involved the chemical composition of the CO2 extracts during long-
term storage based on spectrograms and chemical composition. It showed a decrease in the concentration and transformation 
of polyphenols, flavonoids, and other essential oil components. The microbiological profile of the CO2 extracts was as follows: 
on storage day 30 at 20–24°C, they contained gram-negative bacteria. However, no microflora was detected when the storage 
conditions were 2–4°C in the dark. The initial extracts were also microflora-free. When treated with aqueous solutions of CO2 extracts 
of T. officinale and T. pratense for 20–30 min in an amount of 0.2–2.0% biomass volume, the yeast increased their fermentation 
activity by an average of 220% while the dead cell count went down. 
In this research, the CO2 extracts of T. officinale and T. pratense demonstrated good prospects as industrial yeast biostimulators.
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Введение
Актуальной задачей, стоящей перед биотехноло-

гическими производствами, основанными на жизне- 
деятельности дрожжей Saccharomyces, является интен-
сификация наиболее длительных стадий с сохранением 

высокого качества конечного продукта. Один из век-
торов решения данной проблемы – поиск доступных, 
малозатратных способов регулирования физиолого-
биохимических характеристик дрожжевой культуры. 
К ним относят приемы с использованием биостиму- 
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ляторов различной природы – как химической (синтети- 
ческой), так и естественной (растительной, животной, 
микробной). Для гигиенической безопасности в прио- 
ритете натуральность источников происхождения БАВ.  
Важен фактор распространенности отечественного 
сырьевого ресурса с позиции импортозамещения сти-
мулирующими добавками подобного типа [1].

Предложены приемы повышения биокаталитичес- 
кого потенциала дрожжей (пекарских, пивных, спир-
товых), улучшение показателей физиологического 
состояния культуры с использованием экстрактов 
растительного лекарственного (хмель, аралия мань-
чжурская), кормового (лебеда сибирская), плодового- 
ягодного и овощного сырья, отходов ряда пищевых 
производств [2–7].

В качестве перспективных источников БАВ и актива-
торов дрожжевой культуры могут служить клевер луго- 
вой (Trifolium pratense L.) и одуванчик обыкновенный  
(Taraxacum officinale Wigg.). Эти растения имеют широ- 
кий географический ареал распространения, химиче-
ский состав сырья отличается разнообразием, что обу-
словливает его ценные свойства и области применения. 

T. officinale содержит углеводы (поли- и олигосаха-
риды), белки (включая лектины), аминокислоты (в том 
числе незаменимые), витамины (A, B1, B2, B4, C, PP,  
β-каротин) и минеральные элементы (магний, железо, 
цинк, кальций, натрий, калий, фосфор). Присутствуют 
тараксерол, фарадиол, арнидиол и др. терпеновые 
углеводороды, каротиноиды, фитостеролы, фенольные 
гликозиды, эфирные масла (определяют фармакологи-
ческую активность этого растительного сырья) [8–11].

T. pratense характеризуется высоким содержанием 
таких сахаров, как глюкоза и галактоза, наличием ара-
бинозы, рамнозы и ксилозы. В его составе обнаружены 
аминокислоты (аспарагиновая, глутаминовая, пролин, 
глицин, цистеин, лейцин, лизин, триптофан, метио-
нин), витамины (A, C, E, K), макро- и микроэлементы 
(калий, фосфор, магний, натрий, кальций, сера, железо, 
алюминий, кремний, марганец). В сырье присутствуют 
различные группы фенольных веществ: флавоноиды 
(рутин, цинарозид, кверцетин), изофлавоноиды (фор-
мононетин, биоханин, генистеин, ононин, дайдзеин), 
антоцианы, фенолкарбоновые кислоты, кумарины 
и дубильные вещества [12–16].

Извлечение БАВ из растительного сырья осущест-
вляется многочисленными методами, условно подраз-
деляемыми на традиционные и современные. К первой 
группе относятся мацерация, перколяция, экстракция 
Сокслета и др. [17, 18]. Они характеризуются простотой 
применения, однако обладают низкой диффузионной 
эффективностью и длительным временем экстрак- 
ции [17, 19]. Вторая группа включает методы с высо-
ким уровнем извлечения фитонутриентов: экстракция 
ультразвуковая, микроволновая, экстракция под давле-
нием (докритическая и сверхкритическая) [17, 20–22]. 
Последний способ на данный момент считается наи-
более перспективным для выделения БАВ.

Экстракция под давлением предполагает выдер-
живание растительного сырья в сосудах под высоким 
давлением при температуре 35–40 °C. В зависимости 
от технологических параметров выделяют докрити-
ческую экстракцию (давление растворителя ниже его 
критической точки; для CO2 – до 0,739 МПа) и сверх-
критическую (давление выше критической точки; 
для CO2 – более 0,739 МПа) [21–23]. Диапазон темпе-
ратур, подбираемых в зависимости от способа, сырья 
и природы извлекаемых веществ, обычно составляет 
30–100 °C, давление – 3,5–20,0 МПа [23].

Сверхкритическая флюидная экстракция (СКФЭ) 
с использованием углекислоты обладает рядом преиму-
ществ перед традиционными методами. СКФЭ является 
экологически чистым методом с легко удаляемым 
растворителем, что гарантирует получение высоко-
качественного экстракта без остаточного содержания 
растворителей [17, 23]. Путем регулирования давления 
и температуры можно точно контролировать селек-
тивность процесса, извлекая конкретные соединения 
и минимизируя экстрагирование нежелательных ком-
понентов. Низкая температура экстракции позволяет 
сохранить термолабильные БАВ. Это делает СКФЭ 
подходящей для извлечения ценных веществ, легко раз-
рушающихся при высоких температурах, характерных 
для других методов. В данной работе для экстракции 
растительного сырья выбран метод СКФЭ.

Существуют сведения об использовании сока све-
жей наземной части T. officinale для корректировки 
среды дрожжегенерирования в спиртовом производ- 
стве [24], а также о применении СО2-шротов T. offici- 
nale и T. pratense для повышения биокаталитического 
потенциала пивных дрожжей [25]. Однако в лите-
ратуре отсутствуют данные об использовании СО2-
экстрактов в качестве биостимуляторов жизненной 
активности дрожжей, включая экстракты T. officinale  
и T. pratense. Многокомпонентный состав T. officinale 
и T. pratense позволяет предположить, что СО2-экс- 
тракты из этих видов растительного сырья могут рас-
сматриваться как перспективные источники жизненно 
необходимых для нормального развития дрожжевой 
культуры соединений. 

Цель исследования – оценка потенциальной воз-
можности использования СО2-экстрактов T. officinale  
и T. pratense в качестве активаторов биотехнологи-
ческих функций дрожжей Saccharomyces cerevisiae.

Объекты и методы исследования
Объекты исследования –  СО2-экстракты Taraxacum 

officinale Wigg., Trifolium pratense L.; дрожжи пивные 
низового брожения.

Для получения СО2-экстрактов использовали рас-
тительное сырье T. officinale и T. pratense, произрас-
тающее в Кемеровской области – Кузбассе. Свежее 
сырье (наземная часть) собрано в период вегетации 
(май-июнь 2023, 2024 г., д. Осиновка Кемеровской 
области, Россия). Наземные части растений высуши- 
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вали естественным путем без доступа прямого солнеч-
ного света, измельчали на ножевой мельнице РМ-120  
(ВИБРОТЕХНИК, Россия).

Полупромышленную установку (ООО «CО2EXT», 
Россия), представляющую собой экстрактор закры-
того типа, с тремя рабочими колонками использовали 
для сверхкритической флюидной экстракции (СКФЭ). 
Две колонки вместимостью по 10 л и одна – 1 л. В состав 
установки также входят три сепаратора, позволяющие 
максимально увеличить расход СО2 и фракциониро-
вать получаемый экстракт. Оборудование полностью 
автоматизировано. Схема установки представлена 
на рисунке 1.

Параметры обработки сырья: температура в рабо- 
чей колонке – 40 °С, давление экстракции – от 8,0  
до 20,0 МПа. Давление в сепараторах 6,0; 5,0; 4,0 МПа; 
температура 30, 30, 25 °С соответственно; длитель- 
ность экстрагирования – 60 мин при каждом значе-
нии давления. В ряде случаев для экстрагирования 
использовали сорастворитель – 96 %об. этиловый 
спирт, который добавляли к СО2 в количестве 2 %.

Производственные пивные дрожжи Saccharomyces 
cerevisiae низового брожения штамм Rh были взяты  
после окончания процесса ферментации 11 % сусла 
(ООО ТД «Золотая сова», г. Кемерово, Россия).

Методы исследования. В СО2-экстрактах опре- 
деляли: 
– коэффициент преломления рефрактометрическим 
методом согласно ГОСТ ISO 6320–2012;
– химический состав газохроматографическим мето- 
дом с масс-спектрометрией газовым хромато-масс- 
спектрометром GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Япо- 
ния). Параметры  процесса: капиллярная колонка MDN1  

(твердосвязанный метилсиликон, 30 м × 0,25 мм, Sigma-
Aldrich, США), объем инжектора – 1 мкл, темпера- 
тура инжектора – 200 °C, деление потока – 1:10, тем-
пература интерфейса – 210 °C, температура детек- 
тора – 200 °C, скорость потока газа-носителя (He) –  
0,8 см3/мин, температурная программа: 100 °С в тече- 
ние 2 мин, 5 °С/мин до 120 °С, 20 °С/мин до 260 °С,  
затем 260 °С в течение 2 мин. Идентификация масс 
от 1,5 до 1,900 m/z;
– спектры оптического поглощения с помощью спек-
трофотометра СФ-2000 (ООО «ОКБ Спектр», Россия) 
при стандартных условиях в диапазоне длин волн 
200–800 нм в кюветах шириной 10 мм. Раствором срав-
нения при измерении спектров служили этиловый спирт 
из пищевого сырья с объемной долей 96 % и гексан;
– наличие посторонней микрофлоры путем поверхност-
ного посева на твердую питательную среду МПА [26].  
Образец отбирали микробиологической петлей и штри-
хом сеяли в чашки Петри на среду МПА, после поме-
щали в термостат (при 30 °С). По истечении трех дней 
отмечали наличие посторонней микрофлоры. Если 
в чашках присутствовали колонии микроорганизмов, 
окрашивали их по Граму и подвергали микроскопи-
рованию с целью идентификации.

В дрожжах до и после обработки экстрактами оце-
нивали биокаталитический потенциал (бродильную 
активность) модифицированным методом Варбурга 
по объему СО2, выделившегося за 60 мин [27]; физиоло-
гическое состояние по наличию в биомассе нежизнеспо-
собных (окрашиванием пробы раствором метиленовым 
синим) и почкующихся клеток методом прямого микро-
скопирования (×600) с использованием бинокулярного 
микроскопа Levenhuk 850B (Китай) и камеры Горяева. 

Насос СО2

Экстракционные колонки

Конденсатор

Дроссель сброса газа

Нагреватель

1 1 2 32

3

Углекислота пищевая

Сепараторы

Рисунок 1. Схема установки углекислотной экстракции

Figure 1. Carbon dioxide extraction plant
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Для выявления посторонней микрофлоры в дрожжах, 
обработанных СО2-экстрактами, готовили разведе- 
ние 1:103, 1:104, делали посев в чашки Петри на среду 
Сабуро глубинным методом, термостатировали при 
температуре 30 °С [26]. Затем сравнивали размер вырос-
ших колоний обработанных дрожжей по отношению 
к необработанным. 

Первичная обработка результатов проводилась 
в программе MS Excel 365. Данные представлены 
в виде среднего арифметического ± стандартная ошибка 
среднего (M ± m). Различия в средних значениях счи-
тали достоверными при уровне вероятности р ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение
Оценка физико-химических показателей СО2-

экстрактов. В результате экстракции сырья в зависи-
мости от давления в рабочей колонке и в сепараторе 
были получены различные фракции СО2-экстрак- 
тов Taraxacum officinale Wigg. и Trifolium pratense L. 
(табл. 1), отличающиеся количественным выходом; 
внешним видом; физико-химическими свойствами 
и химическим составом. В процессе экстрагирования  
T. officinale при давлении в рабочей колонке 8,0 МПа 
выход продукта во всех трех сепараторах отсутство- 
вал, в отличие от T. pratense. Максимальный выход 
экстракта T. officinale наблюдался в сепараторе 2  
при давлении 20,0 МПа – 82,0 % от общей массы 
экстракта, в то время как для T. pratense при давлении 
15,0 МПа из сепаратора 3 – 45,5 %. При этом в послед-
нем случае суммарный выход экстракта был почти 
в 2 раза больше, чем из T. officinale: 3,57 г/100 г СВ  
и 1,81 г/100 г СВ соответственно.

По внешнему виду фракции СО2-экстракта T. of- 
ficinale ЭО1–ЭО4 и СО2-экстракта T. pratense ЭК1–
ЭК5 представляли продукт жидкой консистенции, 
прозрачный, с различными оттенками зеленого и жел-
того цветов. При давлении выше 15,0 МПа повышался 

выход тугоплавких, воскообразных, нерастворимых 
в воде веществ, что характерно для фракций ЭО5–ЭО6 
и ЭК5–ЭК7. Цвет массы этих фракций зелено-желтый, 
оранжевый или темно-коричневый. Использование 
высокого давления в рабочей колонке (20,0 МПа) 
и сорастворителя (этилового спирта) позволило полу-
чить жидкий продукт (ЭО7 и ЭК8) светло-зеленого 
цвета с включениями воскоподобных частиц.

Значения коэффициента преломления (табл. 1) 
отдельных фракций коррелировали с давлением СО2  
экстракции. Наличие воскоподобных веществ ‒ слож-
ной смеси восков, свободных длинноцепочечных жир- 
ных кислот, гидрооксикислот, диолов, длинноцепо-
чечных алифатических углеводородов и кетонов, спо-
собствует увеличению показателя преломления [28]. 
Среднее значение показателя для СО2-экстрактов T. of- 
ficinale – 1,4785 ± 0,0002 [29], коэффициент преломле-
ния для эфирного масла из T. pratense находится в пре- 
делах 1,4630‒1,4720 [30], что говорит о верификации 
полученных результатов.

Учитывая органолептические характеристики, пара-
метры получения СО2-экстрактов, значения коэффи- 
циента преломления, для дальнейшего анализа хими-
ческого состава методом газовой хроматографии вы- 
брали отдельные фракции: для T. pratense ‒ ЭК1, ЭК3, 
ЭК6, ЭК8, для T. officinale ‒ ЭО1 и ЭО4. В таблицах 2  
и 3 представлены данные по преобладающим в СО2-
экстрактах веществам. Компонентный анализ извлечен-
ных фракций СО2-экстрактов позволил выявить общие 
характеристики их состава. Фракции представляют 
сложную смесь веществ, которые относятся к жир- 
ным кислотам и их эфирам, кислородсодержащим  
эфирам, углеводородам различной структуры, феноль-
ным веществам различных групп и строения.

В составе фракции ЭК1 СО2-экстракта T. pratense 
обнаружено более 91 вещества, не идентифициро-
вано 5 компонентов. Распределение (% от массы всех 

Таблица 1. Характеристика параметров получения и показатель преломления фракций СО2-экстрактов  
Taraxacum officinale Wigg. и Trifolium pratense L.

Table 1. Fractions of CO2 extracts of Taraxacum officinale Wigg. and Trifolium pratense L.: production parameters and refractive index

СО2-экстракты
Taraxacum officinale Wigg. Trifolium pratense L.

Кодировка 
образца

№ 
фракции

Давление в рабочей 
колонке / давление 
в сепараторе, МПа

Коэффициент  
преломления  

± 0,0002

Кодировка 
образца

№ 
фракции

Давление в рабочей 
колонке / давление  
в сепараторе, МПа

Коэффициент 
преломления 
± 0,0002

ЭО1 1 15,0/6,0 1,4715 ЭК1 1 8,0/6,0 1,4451
ЭО2 2 15,0/5,0 1,4825 ЭК2 2 8,0/5,0 1,4489
ЭО3 3 15,0/4,0 1,4715 ЭК3 3 8,0/4,0 1,4405
ЭО4 4 20,0/6,0 1,4725 ЭК4 4 15,0/5,0 1,4625
ЭО5 5 20,0/5,0 1,4848 ЭК5 5 15,0/4,0 1,4625
ЭО6 6 20,0/4,0 1,4918 ЭК6 6 20,0/6,0 1,4680

ЭО7 7 20,0/6,0; 5,0; 4,0* 1,4751 ЭК7 7 20,0/5,0 1,4705
ЭК8 8 20,0/6,0; 5,0; 4,0* 1,4725

Примечание: * – экстракт получен СО2 экстракцией с применением сорастворителя (96 % этиловый спирт).
Note: * – the extract was obtained by CO2 extraction with 96% ethyl alcohol co-solvent.
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компонентов смеси) по группам веществ следующее: 
углеводородная составляющая ‒ 9,80; циклические 
углеводороды ‒ 15,36; кислородосодержащие соеди-
нения ‒ 2,66; терпеноидные эфиры ‒ 23,70; терпеновые 
соединения – 35,00 (табл. 2). Имеются представители 
и других групп, но в значительно меньшем количе-
стве. По данным [31, 32], в экстрактах, извлеченных 

разными способами, в том числе с помощью углекис-
лотной экстракции, отмечено высокое содержание 
гликозидов, терпеновых веществ, изофлавоноидов. 
Жирнокислотный состав полученных СО2-экстрак- 
тов T. pratense характеризуется наличием олеиновой, 
линоленовой, пальмитиновой кислот, а также их слож-
ных эфиров [33].

Таблица 2. Преобладающие вещества в отдельных фракциях СО2-экстрактов Trifolium pratense L.

Table 2. Major substances in separate fractions: CO2 extracts of Trifolium pratense L.

Вещество Содержание, % от суммы 
обнаруженных веществ

Химический класс вещества

Фракция ЭК1
Неофитадиен 17,42 Терпены
Генеикозан 11,72 Циклические углеводороды
Лупейл ацетат 12,00 Тритерпеноидные эфиры
Люпеол 6,87 Фитостерол
бета-Амирин 4,62 Терпены
Гептадекан 4,04 Углеводороды
Эйкозан 2,35 Углеводороды

Фракция ЭК3
2(3H)-Фуранон, дигидро-5-тетрадецил 32,42 Кислородсодержащие соединения

2H-Пиран-2-он,6-гептилтетрагидро- 
(CAS)

7,56 Циклические углеводороды

Гептадеканал 4,45 Кислородсодержащие соединения

1-Трикозанол 3,74 Спирты
Фракция ЭК6

3,7,11,15-тетраметил-2-гексадецен-1-ол 43,27 Спирты
Неофитадиен 35,48 Терпены
Гександиевая кислота, бис 
(2-этилгексил) эфир (КАС)

11,09 Эфиры карбоновых кислот

Фракция ЭК8
1H-пурин-6-амин, [(2-фторфенил) 
метил]-(CAS)

11,13 N-содержащие

Циклогексаноксим тертио-бутил-4 11,24 Углеводороды
2,4,4,6,6,8,8-гептаметил-1-нонен 5,38 Терпены

Таблица 3. Преобладающие вещества в отдельных фракциях СО2-экстрактов Taraxacum officinale Wigg.

Table 3. Major substances in separate fractions: CO2 extracts of Taraxacum officinale Wigg. 

Вещество Содержание, % от суммы 
обнаруженных веществ

Химический класс вещества

Фракция ЭО1
Гександиевая кислота, бис(2-
этилгексил) эфир

44,04 Эфиры карбоновых кислот

Неофитадиен 5,18 Терпены
гамма-ситостерол 3,01 Фенолы
Фитол 1,29 Терпены

Фракция ЭО4
79,12-октадекадиеновая кислота (Z, Z)-
метиловый эфир

13,8 Эфиры карбоновых кислот

альфа-амирин 5,29 Терпены
3,7,11,15-тетраметил-2-гексадецен-1-ол 2,69 Терпены
Люпеол 3,57 Терпены
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Обнаруженные вещества характеризуются различ- 
ной фармакологической активностью. Например, в сос- 
таве фракции ЭК1 выявлен эйкозан (табл. 2), относя-
щийся к классу алканов и обладающий мощным анти-
оксидантным действием [34]. В зависимости от места  
произрастания сырья содержание данного компонента 
может варьироваться от 4,5 до 17,8 % [33]. Большая 
часть терпеновых эфиров обладает противомикроб- 
ной или противовирусной активностью. Для иденти-
фицированного в составе той же фракции люпеола 
и лупейл ацетата доказана противоопухолевая и апоп-
тозная активность [35]. В этой фракции обнаружены 
и другие вещества, но в значительно меньших количе-
ствах (менее 1 % от суммы обнаруженных соединений, 
не приведены в табл. 2), однако имеющих высокую 
биологическую активность: (Е)-5-октадецен – анти-
бактериальную [36], 2-пентадеканон,6,10,14-триметил- 
(CAS); н-тетракозанол-1 – антиоксидантную [37–39]; 
9,19-циклоланост-24-ен-3-ол,(3,бета,)- – подавляющую 
секрецию противовоспалительных цитокинов [40].

Во фракции ЭК3 присутствуют вещества, про-
являющие сильную антибактериальную активность, 
в частности тридеканал, гептадеканал [41], 1-трико- 
занол [42]. Для фракции ЭК6 отмечено высокое со- 
держание веществ с противомикробной и противо- 
воспалительной активностью: 3,7,11,15-тетраметил- 
2-гексадецен-1-ол и неофитадиен [43, 44]. Фракция 
Э8 наряду с указанными в таблице 2 компонентами 
содержит уникальные вещества: 6,10,13-триметилтетра- 
деканол, обладающий антигенными свойствами [45],  
и детиобиотин, являющийся стимулятором роста 
микроорганизмов [46].

Фракция ЭО1 СО2-экстракта T. officinale более чем 
на 70 % (от суммы обнаруженных веществ) состоит 
из карбоновых кислот и их эфиров. Из терпеновых сое-
динений представлен фитол (табл. 3), входящий в состав 
хлорофилла, витаминов Е и K, служащий стимулятором 
роста молочнокислых бактерий [47]. Присутствует 
большое количество циклических соединений (7,67 %). 
Для фракции ЭО4 характерно повышенное содержа- 
ние терпеновых веществ и фитостеролов: 19,10 и 6,19 % 
соответственно от суммы выявленных компонентов. 
Присутствуют вещества с антиокислительной спо-
собностью: 3,7,11,15-тетраметил-2-гексадецен-1-ол; 
альфа-амирин [43, 48].

Влияние длительности хранения на спектраль-
ные характеристики СО2-экстрактов T. officinale  
и T. pratense. Продолжительность хранения / использо- 
вания СО2-экстрактов может отразиться на их хими- 
ческом составе. Исследовали спектрограммы и хими- 
ческий состав образцов СО2-экстрактов T. officinale  
фракции ЭО1 и T. pratense L. фракций ЭК1, ЭК2, ЭК3  
(расшифровка кодировки в табл. 1) непосредственно 
после получения (контроль 1) и спустя 30 суток хране- 
ния при различных параметрах: температура 2–4 °С  
без доступа света (контроль 2) и температура 20–24 °С  
в условиях естественной освещенности в прозрачной  

таре (опытные варианты T. officinale ЭО1.1, T. praten- 
se ЭК1.1; ЭК2.1; ЭК3.1). Результаты представлены 
на рисунке 2 и в таблице 4.

Изменений в качественно-количественном составе 
СО2-экстрактов контрольных образцов 1 и хранив-
шихся при низкой температуре в отсутствии прямого  
солнечного света (контроль 2) не наблюдалось (на рис. 2  
представлены данные для образцов контроля 1 – ЭО1, 
ЭК1, ЭК2, ЭК3). В то же время полученные резуль-
таты свидетельствуют об изменении отдельных групп 
веществ (снижении их содержания, превращении в дру- 
гие соединения) в процессе хранения опытных образ-
цов в сравнении с контрольными. Причина, вероятно, 
связана с процессами окисления, полимеризации инди-
видуальных представителей фенольных и других групп 
соединений под воздействием факторов окружающей 
среды: неоптимальной температуры, солнечного света, 
кислорода. В исследованиях [49–52] также отмеча-
ется уменьшение концентрации и преобразования 
полифенолов, флавоноидов, компонентов эфирных 
масел растительных экстрактов с увеличением темпе-
ратуры (в диапазоне 0–25 °С), длительности хранения 
(до 6–12 месяцев), доступа кислорода, воздуха и света. 
В условиях эксперимента трансформация отдельных 
компонентов СО2-экстрактов приводила к появлению 
веществ, которые при дальнейшей обработке дрожжей, 
возможно, окажут негативное влияние на жизненную 
активность культуры.

Оценка микробиологического состояния СО2-
экстрактов и дрожжевой культуры. СО2-экстрак- 
ты, используемые для обработки дрожжей, должны 
не только проявлять эффективность воздействия с точки 
зрения активации культуры, но и быть микробиоло-
гически безопасными для нее. Задача данного этапа 
исследования – оценка микробиологических показа-
телей СО2-экстрактов и дрожжевой культуры после 
обработки экстрактами.

С учетом приведенных выше данных по изменению 
отдельных групп веществ в экстрактах в процессе хра-
нения / использования (рис. 2, табл. 4) были выполнены 
посевы на среду МПА СО2-экстрактов T. officinale 
и T. pratense, полученных сразу после окончания 
экстрагирования и после 30 суток хранения при темпе-
ратуре 20–24 °С и доступа света. В экстрактах, хранив-
шихся в течение месяца (ЭО1.1, ЭК1.1, ЭК2.1, ЭК3.1), 
обнаружены палочковидные грамотрицательные бакте- 
рии (рис. 3, табл. 5). При посеве свежеприготовленных  
экстрактов (ЭО1, ЭК1, ЭК2, ЭК3) посторонняя микро-
флора в пробах отсутствовала. 

В дрожжах, обработанных 1 % растворами ЭО1.1,  
ЭК1.1, ЭК2.1, ЭК3.1, при посеве на среду Сабуро обна- 
ружен рост палочковидных бактерий (рис. 4 и табл. 6,  
из указанного перечня образцов представлен ЭО1.1). 
Одной из возможных причин данной микробиоло-
гической картины является изменение химического 
состава и снижение и / или полная утрата антиокси-
дантной и антимикробной активности СО2-экстрактов 
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Рисунок 2. Спектрограммы образцов СО2-экстрактов Taraxacum officinale Wigg. и Trifolium pratense L. 
непосредственно после получения (ЭО1, ЭК1, ЭК2, ЭК3) и через 30 суток хранения при температуре 20–24 °С  

и доступе света (ЭО1.1, ЭК1.1, ЭК2.1, ЭК3.1)

Figure 2. Spectrograms of fresh CO2 extracts of Taraxacum officinale Wigg. and Trifolium pratense L. vs. on storage day 30 at 20–24°C 
and different light modes
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вследствие окисления, полимеризации фенольных 
и иных веществ, изначально обладающих указанными  
свойствами. Низкая антимикробная активность или 
ее деградация создает предпосылки для развития микро- 
флоры на этапе использования СО2-экстрактов. На по- 
добную тенденцию к потере биологической актив-
ности в процессе хранения растительных экстрактов 
указывают и другие исследования [49, 50, 52]. В посе-
вах образцов дрожжей после обработки растворами 
свежеполученных экстрактов (ЭО1, ЭК1, ЭК2, ЭК3) 
присутствовали колонии только основной культуры 
без наличия посторонней микрофлоры (рис. 4 и табл. 6,  
из приведенного перечня образцов приведен ЭК1). 

Разница в количестве клеток обработанных дрожжей 
и в контроле визуально не видна.

Влияние СО2-экстрактов T. officinale и T. pratense 
на ферментативную и физиологическую актив-
ность дрожжей. Задачей данного этапа исследования 
являлось выявление закономерностей и определение 
рациональных параметров воздействия СО2-экстрак- 
тов растительного сырья на ферментативный потен-
циал и физиологическое состояние дрожжевой куль-
туры. Для обработки водно-дрожжевой суспензии 
(1:1) использовали жидкие СО2-экстракты T. officinale 
и T. pratense, что обусловлено простотой использо- 
вания и приготовления из них водных растворов. 

Таблица 4. Влияние хранения СО2-экстрактов Taraxacum officinale Wigg. и Trifolium pratense L.  
на качественный состав отдельных групп БАВ

Table 4. Effects of storage of CO2 extracts of Taraxacum officinale Wigg. and Trifolium pratense L. on composition  
of individual bioactive groups

Образец 
исходный /  

после хранения

Длина 
волны, нм

Предполагаемая группа 
веществ

Изменение после хранения

ЭО1/ЭО1.1 200–300 Изофлавоноиды [53] Значительный спад высоты пика ‒ снижение 
концентрации веществ группы изофлавоноидов

300–400 Хлорогеновая кислота  
и производные формы 

цинарода (лютеолозид) [54, 55]

Изменение характерных пиков более выражен при 370 нм ‒  
возможная перегруппировка веществ

ЭО1/ЭО1.1 450–500 Пигменты [56] Пик менее выражен – снижение концентрации веществ 
данной группы 

217 Кафтаровая кислота [54] Меньшая высота пика ‒ возможно снижение 
концентрации кафтаровой кислоты 

ЭК1/ЭК1.1 200–300 Изофлавоноиды [53] Пик сглажен ‒ снижение концентрации веществ  
данной группы

217 Кафтаровая кислота [54] Значительный спад высоты пика ‒ снижение 
концентрации кафтаровой кислоты 

ЭК2/ЭК2.1 200–300 Изофлавоноиды [53] Смещение пика в 300–400 нм ‒ изомеризация веществ 
данной группы, возможно новообразование производных 

форм лютеолозида 
217 Кафтаровая кислота [54] Значительное изменение характерного пика – 

преобразование в другое соединение фенольной группы 
веществ (спектр не идентифицирован) 

ЭК3/ЭК3.1 200–300 Изофлавоноиды [53] Изменение характерных пиков более активных групп 
выражен при 370 нм ‒ вероятна перегруппировка веществ

Рисунок 3. Чашки Петри с посевом СО2-экстрактов Taraxacum officinale Wigg. (ЭО1.1)  
и Trifolium pratense L. (ЭК1.1, ЭК3.1) на среду МПА

Figure 3. Petri dishes seeded with CO2 extracts of Taraxacum officinale Wigg. and Trifolium pratense L.  
on meat infusion agar

                                                       ЭО1.1                           ЭК1.1                           ЭК3.1
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Воскоподобные СО2-экстракты требуют растворе-
ния в спирте. Дальнейшее применение в таком виде 
для обработки дрожжевой культуры может негативно 
отразиться на ее жизнеспособности. 

Воздействие на дрожжевую суспензию осущест-
вляли СО2-экстрактами T. officinale и T. pratense, полу-
ченными при давлении экстракции 15,0 и 8,0 МПа 
(фракция ЭО1 – экстракт одуванчика и ЭК1 – экстракт 
клевера), в виде 1 % водного раствора, добавляемого 
в разных количествах (%) к объему дрожжей. Выдержка 
30 мин выбрана в соответствии с особенностями подго- 
товки дрожжей в условиях производства [1–5] с после-
дующим отбором проб для оценки бродильной активно- 
сти (характеризует активность комплекса ферментов, 

катализирующих спиртовое брожение) и показателей 
физиологического состояния биомассы.

Использование дозировок ЭО1 в диапазоне 2–20 %  
к объему дрожжей повысило бродильную активность  
культуры от 5,7 (при дозе 2 %) до 3,4 раз (при дозе 20 %) 
по отношению к контролю (дрожжи без обработки) 
(рис. 5a). Снижение дозы ЭО1 в 10 раз (0,2‒2,0 %) 
также обеспечивает высокий уровень стимуляции 
биокаталитического потенциала дрожжей, но в мень-
шей степени (рис. 5b), в среднем в 2,2 раза. В этом 
интервале дозировок более эффективной оказалась 
обработка дрожжей ЭО1 в количестве 0,2‒1,0 % к объ-
ему суспензии: активность возрастала в 2,4‒2,5 раза 
по отношению к контролю.

Таблица 5. Морфологическая характеристика и культуральные свойства СО2-экстрактов Taraxacum officinale Wigg. 
и Trifolium pratense L. (посев на среду МПА)

Table 5. Morphology and cultural properties of CO2 extracts of Taraxacum officinale Wigg. and Trifolium pratense L. on meat infusion agar

Колонии при световой 
микроскопии

Образец
ЭО1.1 ЭК1.1 ЭК3.1

Микроскопическая 
картина

Форма колонии – Ризоидная Круглая Круглая
Размер – Крупный Мелкий Мелкий
Цвет Белый Белый Белый Желтый
Рельеф Плоский Кратерообразный Выпуклый Выпуклый
Поверхность Гладкая Морщинистая Гладкая Гладкая
Прозрачность Полупрозрачная Непрозрачная Непрозрачная Непрозрачная
Характер края Гладкий Волнистый Гладкий Гладкий
Структура Гомогенная Однородная Однородная Однородная
Консистенция Сухая Кожистая Вязкая Вязкая
Наименование 
микроорганизма

Палочковидные 
бактерии Г‒

Палочковидные 
бактерии Г‒

Палочковидные 
бактерии Г‒

Кокки

                                                       ЭО1.1                           ЭК1                         Контроль

Рисунок 4. Чашки Петри с посевом дрожжей на среду Сабуро (контроль – дрожжи, необработанные экстрактами)

Figure 4. Petri dishes with yeast seeding on Saburo medium vs. untreated control
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При расширении диапазона количества вносимого  
СО2-экстракта (от 0,2 до 20,0 %), но снижении концен-
трации водного раствора до 0,1 % наблюдался резкий 
спад (в 1,3‒1,8 раза) бродильной активности опытных 
образцов в сравнении с контролем. Значительное уве-
личение дозы ЭО1 (40 и 80 % к объему дрожжевой 

суспензии) и концентрации водного раствора до 1,0 % 
положительного действия на активность ферментов 
не оказало: в опытных образцах бродильная активность 
была в 4,0 и 16,0 раз ниже, чем в контрольном варианте.

Наиболее вероятная причина отсутствия эффекта 
связана с длительным использованием экстракта (в тече-

Таблица 6. Морфологическая характеристика и культуральные свойства дрожжей после обработки экстрактами 
(посев на среду Сабуро, контроль – дрожжи, необработанные экстрактами)

Table 6. Morphological characteristics and cultural properties of yeast after experimental treatment: Saburo medium vs. untreated control

Колонии при световой 
микроскопии

Образец
ЭО1.1 ЭК1 Контроль

Микроскопическая картина

Форма колонии – Круглая Круглая
Размер – Мелкий Мелкий
Цвет Белый Желтый Желтый
Рельеф Плоский Выпуклый Выпуклый
Поверхность Гладкая Гладкая Гладкая
Прозрачность Полупрозрачная Непрозрачная Непрозрачная
Характер края Гладкий Гладкий Гладкий
Структура Гомогенная Однородная Однородная
Консистенция Сухая Вязкая Вязкая
Наименование микроорганизма Палочковидные бактерии Г‒ Дрожжи Дрожжи

Рисунок 5. Бродильная активность дрожжей в зависимости от a) дозы СО2-экстракта Taraxacum officinale Wigg.  
и b) длительности обработки

Figure 5. Fermentation activity of yeast depending on a) dose of CO2 extract of Taraxacum officinale Wigg.; b) treatment time
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ние месяца). Анализ спектрограмм ЭО1 до и после 
хранения – ЭО1 и ЭО1.1 соответственно (рис. 2, табл. 4)  
свидетельствует о снижении количества идентифици-
рованных веществ, в том числе оказывающих благо-
приятное воздействие на дрожжевую культуру. Наряду 
с этим возможно новообразование других соединений 
с низкой биологической активностью и / или угнетаю- 
щих дрожжи. Кроме того, обнаружено инфицирова- 
ние фракции ЭО1.1 посторонней микрофлорой (рис. 3,  
табл. 5), что также негативно отражалось на жизне-
способности обработанных дрожжей. С учетом этого 
важно соблюдать параметры хранения и использования 
СО2-экстрактов.

Принимая во внимание достаточно высокий уро-
вень ферментативной активности дрожжей после воз- 
действия СО2-экстрактом T. officinale в относительно 
низких дозировках (рис. 5b), дальнейшее исследова- 
ние с СО2-экстрактом T. pratense проводили в этом же  
диапазоне концентраций. Характер изменения биока- 
талитической активности после воздействия на дрожжи  
1 % водного раствора фракции ЭК1 СО2-экстракта 
T. pratense в количестве 0,2‒2,0 % к объему микроб-
ной суспензии аналогичен обработке СО2-экстрактом 
T. officinale. Бродильная активность дрожжевой куль-
туры также возрастала, но в сравнении с ЭО1 той же кон-
центрации и дозировки (рис. 5b) в меньшей степени 
(в среднем в 1,5 и в 2,5 раза соответственно). Во всех 
случаях (ЭО1 и ЭК1) уже через 20 мин обработки раз-
ница в ферментативной активности между опытными 
и контрольным вариантами видна, значение показа- 
теля находилось на высоком уровне, что позволяет огра-
ничиться длительностью воздействия СО2-экстрактов, 
равной 20‒30 мин. Это также согласуется с рекомен- 
дуемым временем активации дрожжей в других иссле-
дованиях и в условиях производства [1–5].

Для более глубокого изучения процесса актива-
ции дрожжевой культуры провели оценку взаимосвязи 
между параметрами получения СО2-экстрактов (рабо-
чим давлением и давлением в сепараторах, табл. 2)  

и их влиянием на ферментативную активность дрож-
жей (рис. 6). Для обработки культуры использовали 
СО2-экстракты T. officinale и T. pratense в однотип- 
ной концентрации водного раствора (1 %) и дозировке 
(2 % к объему дрожжевой суспензии). 

СО2-экстракты исследуемого сырья, полученные  
при давлении в экстракторе 15,0 МПа и давлении 
в сепараторе 5,0 МПа (ЭО2, ЭК4), изменяют бродиль- 
ную активность в значительно меньшей степени (в 1,5‒ 
1,8 раза) в сравнении с экстрактами, извлеченными 
при других параметрах. Однако при том же рабочем 
давлении, но величине давления в сепараторе ниже 
(4,0 МПа) в случае СО2-экстракта T. officinale (ЭО3) 
наблюдается максимальный рост ферментативной 
активности. Чуть ниже эффективность воздействия 
на дрожжи фракции ЭО4, извлеченной при давлении 
рабочем 20,0 МПа и в сепараторе – 5,0 МПа.

Особой разницы в результативности действия СО2-
экстрактов T. pratense, полученных при однотипном 
рабочем давлении 8,0 МПа и давлении в сепараторе 
4,0 (ЭК2) и 6,0 (ЭК1) МПа, не выявлено. В то же время 
эти параметры обеспечили в среднем 50 % прирост 
бродильной активности по отношению к рабочему 
давлению – 15,0 и в сепараторе – 5,0 МПа (ЭК4). В сред- 
нем биокаталитический потенциал дрожжей при обра- 
ботке исследуемыми СО2-экстрактами в 2 раза больше,  
чем в контроле, при этом эффективность воздейст- 
вия СО2-экстрактов T. officinale на 22 % выше, чем 
T. pratense.

Наблюдаемые изменения в уровне ферментативной 
активности обусловлены качественно-количествен-
ным составом веществ, присутствующих в отдельных 
фракциях (табл. 2, 3). Например, одним из факторов, 
стимулирующих активность дрожжей в случае обра-
ботки СО2-экстрактами T. officinale, является наличие 
в них фитостеролов, являющихся важнейшими ком-
понентами клеточных мембран. 

Трансформация условий внешней среды в сово- 
купности с внутриклеточными метаболическими  

Рисунок 6. Бродильная активность дрожжей в зависимости от параметров получения СО2-экстрактов  
Taraxacum officinale Wigg. (ЭО2, ЭО3, ЭО4) и Trifolium pratense L. (ЭК1, ЭК2, ЭК3, ЭК4)  

(цифры сверху – значение давления, Мпа, рабочего / в сепараторе)

Figure 6. Effect of parameters of CO2 extracts of Taraxacum officinale Wigg. and Trifolium pratense L. on fermentation activity of yeast 
(the numbers above indicate the pressure, MPa, working pressure / in the separator)
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процессами приводит к выработке клетками активных 
форм кислорода и вызывает окислительный стресс  
дрожжей, что в дальнейшем отрицательно отражается 
на протекании технологических процессов, выходе 
готового продукта и его качестве [57, 58]. Присутствие 
в экстрактах компонентов с антиоксидантной актив-
ностью позволяет предотвратить образование актив-
ных форм кислорода и тем самым окислительный 
стресс. В то же время угнетение культуры могут вы- 
зывать вещества с антибактериальным действием, 
в частности присутствие в ЭК1 гептадеканала.

Приведенные результаты показывают, что для полу-
чения СО2-экстрактов T. officinale наиболее эффек-
тивно использовать рабочее давление 15,0 и 20,0 МПа 
и давление в сепараторе 4,0 и 5,0 МПа соответственно. 
Для экстрактов T. pratense оптимальными являются 
рабочее давление 8,0 МПа и давление в сепараторе 
4,0‒6,0 МПа.

Выявлено положительное влияние СО2-экстрактов 
на физиологическое состояние дрожжей, обработан- 
ных 1 % растворами ЭО1 и ЭК1. В результате воз-
действия ЭО1 в интервале дозировок от 0,2 до 2,0 % 
к объему дрожжевой суспензии количество нежизне-
способных клеток снизилось на 21‒57 % в сравнении 
с контрольным образцом (дрожжи без обработки), 
содержание почкующихся клеток возросло в 3‒5 раз. 
Аналогичная тенденция наблюдалась при обработке  
дрожжей ЭК1 в тех же дозах, однако результативность 
была несколько ниже, чем в случае ЭО1: снижение кон-
центрации мертвых клеток в среднем составило 25 %  
по отношению к контролю, прирост активно размно-
жающихся клеток – в 2,5 раза. Изменение количества 
почкующихся клеток после обработки СО2  -экстрак-
том T. officinale согласуется с результатами, получен-
ными после воздействия на спиртовые дрожжи сока 
из того же сырья. В последнем случае увеличение 
почкующихся клеток составило лишь 9 % [24], что под-
тверждает высокую эффективность извлечения БАВ 
методом СКФЭ в сравнении с другими способами. 

Выводы
Для Taraxacum officinale Wigg. и Trifolium pratense L.  

рациональным параметром флюидной экстракции явля-
ется проведение процесса при низком давлении, позво-
ляющем получить СО2-экстракты в жидком состоянии, 
что упрощает их использование для активации дрож-
жевой культуры. Химический состав извлеченных 
фракций СО2-экстрактов представляет сложную смесь 
жирных кислот и их эфиров, кислородсодержащих 
эфиров, углеводородов, фенольных соединений раз-
ных типов.

Анализ микробиологических показателей СО2-экс- 
трактов, хранившихся в течение месяца при темпера- 
туре 20–24 °С, выявил наличие в пробах палочковидных 
бактерий, что связано с неоптимальными параметрами 
хранения образцов и возможной деградацией в этих 
условиях БАВ, включая антимикробные соединения. 

В свежеполученных экстрактах отсутствуют загрязне-
ния микробиологического характера. Потенциальная 
обсемененность СО2-экстрактов должна учитываться 
при активации дрожжей. Для минимизации окисли- 
тельных процессов и сохранения биологической актив-
ности СО2-экстрактов на этапе хранения необходимо 
поддерживать температурный режим (2–4 °С) и отсут-
ствие солнечного света. 

Обработка дрожжей водными растворами СО2-
экстрактов T. officinale и T. pratense в условиях рацио-
нальных параметров (дозировка от 0,2 до 2,0 % к объему 
биомассы, длительность экспозиции 20‒30 мин) спо-
собствует повышению бродильной активности клеток 
(в среднем в 2,2 раза) и благоприятно отражается 
на показателях физиологического состояния культуры. 
Это позволяет говорить о целесообразности использова-
ния СО2-экстрактов T. officinale и T. pratense в качестве 
биостимулирующих добавок.
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