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ВВЕДЕНИЕ  

Актуальность темы исследования. В настоящее время в пивоварении 

часто применяют для сбраживания сусла дрожжи Saccharomyces cerevisiae  как 

в виде чистых культур, так и в сухом виде. Многообразие сортов пива требует 

проведение эффективной и высококачественной ферментации с помощью дру-

гих видов дрожжей без вероятности контаминации среды дрожжами-вредите-

лями производства и бактериальной микрофлорой. 

Один из способов повышения микробиологической стойкости пива и ста-

билизации его вкуса – использование стандартного посевного материала. Ре-

шением этой проблемы для заводов малой производительности является 

применение сухих активных пивных дрожжей (АСПД), полученных в асепти-

ческих условиях и имеющих высокую ксерорезистентность – сохранение жиз-

неспособности во время обезвоживания и длительного хранения 

в дегидратированном состоянии. 

На сегодняшний день все более востребованным в пивоварении стано-

вится намеренное применение других видов дрожжей, микроорганизмы в про-

цессе биохимического расщепления углеводов, органических кислот, 

углеродсодержащих соединений создают особый вкусо-ароматический про-

филь готового напитка. 

Дрожжи Brettanomyces при применении в специфичных условиях часто 

превосходят S. cerevisiae: в среде со сниженным содержанием аминного азота, 

низким значением pH и повышенным уровнем этанола, а также в условиях ли-

митированного содержания углеводов и кислорода в среде показывают более 

высокую скорость роста, чем S. cerevisiae. 

При применении дрожжей Brettanomyces необходимо применение уста-

новки для пропагации c сокращением количества генераций, применяемых при 

ферментации сусла, снижением опасности инфицирования, увеличением пери-

ода адаптации дрожжевых клеток к суслу, повышением стабильности качества 

продуктов пивоварения. 



 

Актуально совершенствование машинно-аппаратурных схем для пропага-
ции чистых культур дрожжей Brettanomyces (ЧКД) при получении засевных 
дрожжей за определенный промежуток времени в достаточном количестве, с га-

рантированной микробиологической чистотой и высокой жизнеспособностью. 
Исследования направлены на разработку технологии напитков с приме-

нением дрожжей Brettanomyces, что позволит расширить ассортимент и конку-

рентоспособность пивоваренной продукции в России. 
Степень разработанности темы. Исследованиями в области биологии, 

условий жизнедеятельности, обмена веществ дрожжей, применяемых в пивова-
рении, занимались Т.В. Меледина, М.В. Гернет, К.В. Кобелев, Б.Н. Федоренко, 

В.А. Помозова, Е.Д. Фараджева, Л.В. Пермякова, J. Steensels, E. Meersman, 
K.J. Verstrepen, J. Blomqvist. 

Работа выполнена в рамках прикладных научных исследований и экспе-

риментальных разработок приоритетного направления развития НОЦ «Живые 
системы» ВГУИТ «Живые системы в технологиях переработки сельхозсырья 
и обеспечении здорового питания»; плана госбюджетной инициативной 
научно-исследовательской работы кафедры «Технология бродильных и саха-

ристых производств» по теме «Совершенствование технологических процес-
сов бродильных и сахаристых производств с использованием физико-
химических, ресурсосберегающих, биохимических методов воздействия и не-

традиционного сырья». 
Цель диссертационной работы: научное обоснование преимуществ и 

условий производства сортов пива на основе идентификации физиолого-био-
химических особенностей дрожжей Brettanomyces. 

В соответствии с поставленной целью решались задачи: 
провести исследование влияния интенсивности аэрации среды на про-

цесс накопления биомассы дрожжей Brettanomyces, изменение концентрации 

этанола и уксусной кислоты в среде при культивировании; 
изучить условия продуцирования уксусной кислоты и биосинтеза этанола 

различными видами дрожжей Brettanomyces в процессе выращивания биомассы;  



 

с помощью методов математического моделирования оптимизировать ре-

жимы процесса культивирования дрожжей Brettanomyces в цеховой стадии; 

исследовать и математически описать кинетику утилизации углеводов в 

среде, разработать математическую модель процесса спиртового брожения 

дрожжами Brettanomyces; 

предложить и обосновать модифицированный способ пропагации 

дрожжей Brettanomyces для применения в условиях пивопроизводства; 

разработать проекты технической документации, провести апробацию 

технологии в опытно-производственных условиях, рассчитать экономическую 

эффективность технологических решений. 

Научная новизна. 

Изучено влияние уровня аэрации на изменение концентраций субстрата, 

уксусной кислоты и этанола при культивировании дрожжей Brettanomyces 

для получения максимального количества дрожжевых клеток. По концентраци-

онным зависимостям количества биомассы от продолжительности процесса 

выявлен оптимальный уровень аэрации для роста культуры в рассматриваемых 

условиях: для получения максимальной концентрации биомассы 8,5 г/дм3 уро-

вень аэрации составил 60 дм3/ч.  

Получено стехиометрическое уравнение в общем виде для проведения 

расчетов количественного изменения концентрации этанола и уксусной кис-

лоты в среде в зависимости от режима аэрации в условиях роста биомассы 

дрожжей Brettanomyces.  

Исследована способность различных штаммов дрожжей B. bruxellensis, 

B. intermedius, B. custersianus, B. clausenii к выработке уксусной кислоты 

в среде: штаммы дрожжей сбраживают углеводы с различной интенсивностью, 

по уровню биосинтеза располагаются в ряду по убыванию при единых условия 

выращивания.  

Оптимизированы режимы процесса культивирования дрожжей в среде 

при постоянном уровне аэрации в течение 90 ч с помощью математических ме-

тодов (центральное композиционное ротатабельное униформпланирование 



 

и полный факторный эксперимент 32) с варьированием температуры среды и 

режимов перемешивания в аппарате.  

Разработаны математические модели для анализа процессов спиртового 

брожения среды дрожжами Brettanomyces с формализованным описанием ки-

нетики утилизации субстрата, накопления биомассы дрожжевых клеток, био-

синтеза вторичных и побочных продуктов брожения. 

Теоретическая и практическая значимость.   

Обосновано применение дрожжей B. bruxellensis (Y966) с биосинтезом 

уксусной кислоты и этанола для производства специфичных сортов пива. Опре-

делены условия и режимы культивирования дрожжевых клеток в цеховой ста-

дии при различных уровнях аэрации среды, температуры процесса пропагации 

и перемешивания. Оптимальными условиями для максимального объемного 

выхода уксусной кислоты – 0,114 г/(дм3×ч) были выбраны температура среды 

28 °C и скорость вращения мешалки 250 об/мин. 

Перечень установленных закономерностей формируют знания в области 

применения «живых систем» в технологиях пищевых продуктов. Результаты экс-

периментальных исследований используются в образовательном процессе для 

подготовки бакалавров и магистров по направлениям 19.03.02, 19.04.02 «Про-

дукты питания из растительного сырья», 19.03.01, 19.04.01 «Биотехнология». 

Конкретизирована технология пива с применением дрожжей 

Brettanomyces. Разработаны рецептуры напитков, что позволит повысить эф-

фективность технологического процесса, увеличить ассортимент и конкурен-

тоспособность продукции. Разработан способ выращивания биомассы 

дрожжей Brettanomyces на установке для пропагации с применением разрабо-

танных технических решений. 

Новизна технических решений и практическая значимость работы под-

тверждена патентом на полезную модель «Установка для пропагации чистой 

культуры дрожжей», зарегистрирован программный продукт «Программа для 

расчета характеристик процесса ферментации пива». 



 

Разработаны проекты технической документации на сорта пива с приме-

нением дрожжей Brettanomyces: ТУ 9184-501-02068108-2019, ТИ ТУ 9184-501-

02068108-2019. Установлены регламентируемые показатели качества и без-

опасности, дана комплексная оценка, обоснованы режимы и сроки хранения 

разработанной продукции. Основные финансово-экономические показатели 

выполненных разработок доказывают экономическую целесообразность внед-

рения разработанных технологических и технических разработок в производ-

ство: расчетный экономический эффект от реализации предлагаемых 

технических и технологических решений составляет 2 378,03 тыс. руб. при про-

изводстве 90 000 дал пива в год. 

Методы исследования.  

В работе применяли современные инструментальные, химические, орга-

нолептические, биохимические, микробиологические методы исследования 

сырья, полуфабрикатов и готовой продукции. Экспериментальные результаты 

представлены после статистической обработки данных выборки из 3-5 опытов.  

Научные положения, выносимые на защиту: 

физиолого-биохимические особенности дрожжей Brettanomyces: кине-

тика биосинтеза этанола, уксусной кислоты при выращивании биомассы на уг-

леводсодержащих средах; 

рациональные и оптимальные условия реализации процесса пропагации 

дрожжей Brettanomyces, полученные с помощью математического моделирова-

ния: уровень аэрации, температура процесса, режим перемешивания; 

математические модели для анализа процессов спиртового брожения 

среды дрожжами Brettanomyces с формализованным описанием кинетики ути-

лизации субстрата, накопления биомассы дрожжевых клеток, биосинтеза вто-

ричных и побочных продуктов брожения; 

модифицированная технология производства специфичных сортов пива 

с применением технических решений для разработки установки для пропага-

ции дрожжей Brettanomyces в цеховой стадии.  



 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Диссертационное исследование соответствует пп. 2, 5, 11 паспорта спе-

циальности 05.18.07 – «Биотехнология пищевых продуктов и биологических 

активных веществ». 

Степень достоверности и апробация результатов.  

Основные результаты работы подтверждены сравнительной проработкой 

информационно-патентных данных; применением современных объективных 

методов анализа, математической обработкой результатов исследования. Ос-

новные положения диссертационной работы опубликованы в научных изда-

ниях, доложены и обсуждены на ежегодных научных сессиях в ФГБОУ ВО 

«ВГУИТ», на российских, международных, всероссийских научно-практиче-

ских конференциях: «Инновационные решения при производстве продуктов 

питания из растительного сырья», Воронеж, 2016; «Современные проблемы 

техники и технологии пищевых производств» (Барнаул, 2017, 2019); «Актуаль-

ные вопросы нутрициологии, биотехнологии и безопасности пищи» (Москва, 

2017); «Продовольственная безопасность: научное, кадровое и информацион-

ное обеспечение» (Воронеж, 2017, 2018), «Новое в технологии и технике функ-

циональных продуктов питания на основе медико-биологических воззрений» 

(Воронеж, 2019),  «Современные проблемы техники и технологии пищевых 

производств» (Барнаул, 2019). Результаты работы экспонировались на вы-

ставке инновационных продуктов VIII Международного Агропромышленного 

конгресса (Воронеж, 2018), на выставке III Международного семинара компа-

нии «Профимальт» (Липецк, 2019), IV Международной выставке изобретений 

и инноваций (Воронеж, 2019). 

Проведена апробация предлагаемых технологий в опытно-промышлен-

ных условиях ООО «П.И.Н.Т.А КРАФТ» (г. Воронеж, 2018–2019 гг.), подтвер-

дившая реальные возможности внедрения предложенных технологических 

и технических решений (акт испытаний). 



 

Публикации. По результатам исследований опубликовано 11 научных 

работ, в том числе 3 статьи в журналах, рекомендованных ВАК Минобрнауки 

РФ, 6 статей в изданиях РИНЦ (1 статья в издании, индексируемом  в БД Web 

of Science), получен один патент на полезную модель, одно свидетельство 

РОСПАТЕНТА о регистрации программ для ЭВМ. 

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа состоит из вве-

дения, пяти глав, выводов по основным результатам работы, списка литературы из 

139 наименований, в том числе 68 на иностранных языках, приложений, представ-

лена на 127 страницах машинописного текста, содержит 32 таблицы, 31 рисунок. 

Личное участие автора в получении результатов, изложенных в дис-

сертации, состоит в анализе информации по изучаемой проблеме, выборе 

направления исследований, постановке и выполнении основной части экспери-

ментов, исследовании влияния различных факторов на эффективность процесса 

пропагации, разработке математических моделей процесса культивирования 

биомассы и спиртового брожения с помощью дрожжей Brettanomyces, оценке 

качества готовой продукции. Автором разработаны проекты технической доку-

ментации на новые виды продукции, проведена промышленная апробация пред-

лагаемых технических и технологических решений. 

Условные обозначения 
x – концентрация биомассы, г/дм3; s – концентрация глюкозы, г/дм3; p1, p2 – концентра-

ция этанола и уксусной кислоты соответственно, г/дм3; μmax – максимальная удельная скорость 
роста, 1/ч; Yx/s – выход биомассы по отношению к субстрату, г/г; α – отношение удельной ско-
рости роста к выходу продукта, г/г; Ks – константа Михаэлиса, г/дм3; Ki – обратное значение 
константы ингибирования г/дм3; q – экcпоненциальный коэффициент; G, M, N, X – концентра-
ция глюкозы, мальтозы, мальтотриозы и биомассы соответственно, моль/м3; μ1–3 – удельные 
скорости поглощения глюкозы, мальтозы и мальтотриозы соответственно, 1/ч; μi – максималь-
ная скорость реакции, 1/ч; Ki – константа Михаэлиса, моль/м3; K`i – константа ингибирования 
i-го сахара, моль/м3; i = G, M, N; μi0, Ki0, K`i0 – фактор частоты соответствующей константы; 

1 2 3= ( )X XG XM XNY Y Yµ µ µ µ+ + , YXi – коэффициент выхода, моль биомассы/моль i-го сахара; KX – эмпи-
рическая константа ингибирования роста дрожжей, моль/м3; X0 – начальная концентрация 
дрожжей, моль/м3; E – концентрация этанола, моль/м3; T – температура, ℃; ρ – плотность 
сусла, кг/м3; Cp – удельная теплоемкость сусла, кг/(моль×K); ΔHFi – энтальпия образования i-
го сахара, Дж/моль; /= 1 dD e τ τ−−  – задержка потребления аминокислоты первого рода; τ – время, 
ч; τd – константа времени первого рода, ч; YjX – коэффициент выхода, моль j-ой аминокис-
лоты/моль биомассы; j = L, I, V; OHj – спирт, полученный из оксикислоты, которая соответ-
ствует аминокислоте AAj. 



 

ГЛАВА 1 АНАЛИЗ ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ ПРОИЗВОДСТВА 

НАПИТКОВ С ПРИМЕНЕНИЕМ BRETTANOMYCES 

1.1 Таксономия и морфология Brettanomyces 

Дрожжи рода Brettanomyces известны с 1904 г. как микроорганизмы, об-

наруженные при дображивании пива, и с тех пор были выделены в большин-

стве напитков брожения, таких как пиво, вино или сидр и при производстве 

спирта [1–5]. 

Brettanomyces считается анаморфом рода Dekkera. Наиболее известными 

видами Brettanomyces являются: bruxellensis, intermedius, anomalus, abstinens, 

clausenii. 

Морфология этих дрожжей может меняться в зависимости от условий 

среды. Форма клеток эллипсоидная, стрельчатая, цилиндрическая, удлиненная, 

размеры клеток меньше, чем у Saccharomyces, но они легко различимы в опти-

ческом микроскопе, бывают изолированными, парными или формируют малые 

цепи и псевдомицелий [6, 7]. Клетки размножаются мультиполярным почкова-

нием, в стадии размножения образуют аски, содержащие от 1 до 4 аскоспор. 

Рост клеток достаточно медленный, с выделением в среду большого количе-

ства уксусной кислоты [8]. 

В условиях стресса клетки дрожжей Brettanomyces становятся мелкими 

и могут проникать через мембраны с диаметром пор 0,45 мкм, в этой форме они 

считаются жизнеспособными, но не культивируемыми, т. е. способны возобно-

вить нормальный рост только после обогащения среды питательными компо-

нентами [9–11]. 

Физиологические и метаболические аспекты жизнедеятельности 

дрожжевых культур 

В зависимости от рассматриваемого вида и условий культивирования у 

дрожжей рода Brettanomyces присутствует ферментативный или окислительный 

тип метаболизма. Первый этап преобразования глюкозы, известный как 



 

гликолиз, проходит в цитозоле и является общим для ферментации и дыхания. 

Он включает в себя серию из десяти реакций, каждая катализируется определен-

ным ферментом. Гликолиз приводит к образованию двух молекул пирувата, ко-

торые активируют дыхательный или ферментативный путь метаболизма [2, 12]. 

Для объяснения выявленных закономерностей метаболизма клеток 

дрожжей Brettanomyces разграничивают следующие этапы биохимического 

процесса: с одной стороны, дыхание клетки активируется только в аэробной 

среде (при наличии кислорода). Данный путь формируется из трех основных 

стадий: производство АТФ; регенерация кофактора NAD+ и формирование 

промежуточных углеродных радикалов для клеточного биосинтеза. Процесс 

дыхания заключается в преобразовании пирувата с помощью пируват дегидро-

геназы в ацетил-КoA, который вступает в цикл Кребса (процесс происходит 

в митохондриях клетки) с последующей активацией дыхательной цепи [13]. 

Теоретический аэробный баланс процесса дыхания можно представить в 

виде уравнения в общем виде: 

6 12 6 6 2 2C H O 6O 38Пи 38АДФ  6CO 6H O 38АТФ 688 ккал+ + + → + + +  

Ферментативный метаболизм инициируется в дрожжевой клетке в анаэ-

робных условиях. Пировиноградная кислота, выработанная в конце процесса 

гликолиза, декарбоксилируется в ацетальдегид, затем в этанол благодаря 

NADH+, при окислении образуется глицеральдегид-3-фосфат. Данные превра-

щения сопряжены и связаны окислительно-восстановительным механизмом. 

Теоретический анаэробный баланс представлен в общем виде уравнением: 

6 12 6 2 5 2C H O 2Пи 2АДФ  2C H OH 2CO 2АТФ 56 ккал+ + → + + +  

Анаэробный путь гликолиза по сравнению с аэробным показывает доста-

точно низкое энергопотребление (2 АТФ/на молекулу глюкозы), поскольку в 

данном случае энергия расходуется только на фосфорилирование на уровне 

субстрата и дыхательной цепи. 



 

Теоретический выход этанола составляет 0,51 г на 1 г потребленной клет-

кой глюкозы. Однако состав, синтез клеточной инфраструктуры и образование 

вторичных соединений (уксусная кислота, синтез резервных веществ) ограни-

чивают это количество до 80–90 % от теоретической величины. В этих усло-

виях прирост биомассы составляет около 0,10 г./г глюкозы [14, 15]. 

Скорость полиферментативного процесса спиртового брожения с уча-

стием Brettanomyces в начале цикла не высока, однако наблюдается повышение 

выхода этилового спирта: дрожжи могут продуцировать до 13 % об. этанола 

в среде без возникновения ингибирующего воздействия на клетку [16–19]. 

Требования к составу среды для дрожжегенерирования 

Жизнедеятельность дрожжей Saccharomyces и Brettanomyces определя-

ется ростом биомассы, развитием, размножением клеток, формированием опре-

деленного обмена веществ, приспосабливаемостью к внешним условиям. 

Для размножения дрожжевых клеток важен состав питательной среды, в кото-

рой находятся различные компоненты, необходимые для развития клеток, что 

является определяющим для скорости размножения клеток дрожжей и количе-

ства образующейся биомассы. Растворенные в среде компоненты, в зависимо-

сти от концентрации в среде и их природы, будут иметь различную степень 

влияния на активацию или ингибирование роста клеток. Оптимальный состав 

питательной среды полностью обеспечивает возможность индуцированного 

биосинтеза ферментов, которые, в свою очередь, через промежуточные про-

дукты обмена оказывают влияние на образование конститутивных ферментов, 

поэтому важно рассматривать характеристики Brettanomyces в сравнении 

с дрожжами семейства сахаромицетов (Saccharomycetaceae) [20, 21]. 

Диссимиляция углеродсодержащих соединений 

Углеродные соединения представляют собой источник ассимилируемого 

углерода и энергии для микроорганизмов, в основном, это сбраживаемые угле-

воды. Дрожжи рода Brettanomyces способны сбраживать глюкозу, сахарозу, 



 

мальтозы, трегалозу, целлобиозу, лактозу [22, 23]. С другой стороны, 

Saccharomyces не обладают такими широкими возможностями сбраживания, 

в т. ч. углеводов с пятью атомами углерода в молекуле, таких как ксилоза 

или арабиноза [19]. Оба вида дрожжей могут продуцировать этанол, молочную 

кислоту, янтарную кислоту. 

Усвоение глюкозы из питательной среды с участием Saccharomyces 

и Brettanomyces anomalus начинается с её переноса в клетку путём облегчённой 

диффузии с участием конститутивного фермента-переносчика гексозоперме-

азы, локализованного в цитоплазматической мембране [24]. Конститутивные 

ферменты присутствуют в клетке независимо от наличия субстрата. Молекула 

глюкозы присоединяется к активному центру молекулы гексозопермеазы, по-

сле чего пермеаза совершает «кувырок» в цитоплазматической мембране, пере-

нося молекулу глюкозы в цитоплазму, где она отсоединяется от активного 

центра гексозопермеазы и сразу же фосфорилируется до глюкозо-6-фосфата 

с участием АТФ и фермента фосфогексакиназы. 

Среди углеводов, потребляемых Brettanomyces, целлобиоза имеет важ-

ный промышленный интерес. Так, использование этих дрожжей позволит про-

водить одновременно осахаривание и ферментацию на субстрате из 

целлобиозы. Известно, что β-глюкозидаза является ферментом гидролиза цел-

лобиозы [3, 25]. В этой связи использование Brettanomyces clausenii и custersii 

является предпочтительным. 

Дрожжи Brettanomyces способны развиваться на средах, содержащих эта-

нол как единственный источник углерода, предварительно преобразовав его 

в ацетаты. Дрожжи могут также использовать и уксусную кислоту в качестве 

единственного источника углерода с содержанием в среде до 3 % об. для зна-

чений рН от 3 до 6 [26, 27]. 

Азотистый обмен дрожжевой клетки 

 Азот вступает в реакции формирования молекул аминокислот, нуклео-

тидов, витаминов и коферментов, необходимых для протекания 



 

многочисленных синтетических реакций. Исследования, проведенные в работе 

по Saccharomyces ellipsoideus показали [28], что чем выше содержание клеток 

дрожжей, богатых азотом, тем выше интенсивность процесса брожения, дыха-

тельная деятельность клетки при этом снижается. 

Дрожжевые клетки синтезируют аминокислоты, входящие в состав 

их белка, непосредственно за счет неорганических и органических форм азота 

среды. Дрожжи Brettanomyces bruxellensis и intermedius способны потреблять 

нитраты, в отличие от родов Saccharomyces, Kluveromyces, Pichia и пр., для ко-

торых единственным источником усвояемого неорганического азота является 

ионы аммония [14, 19]. В ферментативных системах Brettanomyces anomalus 

присутствуют редуктазы, обеспечивающие превращения нитратов и нитритов. 

Однако ингибитором активности этих ферментов может служить повышенное 

содержание в среде ионов аммония, что способствует использованию только 

органических источников азота [23]. Как правило, сульфат аммония и диамми-

ачные фосфаты являются наиболее часто используемыми солями, которые вы-

ступают в качестве источника азота, так как они одновременно переносят 

в клетку необходимую серу и фосфор [29]. Наконец, использование и усвоение 

азота аммония и аминного азота варьируется в зависимости от используемых 

дрожжей и зависит от многих факторов, а именно, аэрации, концентрации уг-

леродного субстрата, а также собственной концентрации источника азота. Ис-

следования, проведенные [30] о потребностях в питании Brettanomyces 

bruxellensis, показали, что сульфат аммония оказывает значительное влияние 

на потребление глюкозы, накопление биомассы и выход этанола. В экспери-

ментальных условиях авторы наблюдали сдерживающий эффект роста 

дрожжей при превышении содержания сульфата аммония в среде на 2 г/дм3. 

Усвоение фосфора, микроэлементов, витаминов 

Фосфорсодержащие соединения необходимы для роста дрожжей и про-

цессов брожения. Роль фосфора заключается в сохранении целостности клеточ-

ной стенки, участии в синтезе липидов и углеводов. Потребляемый дрожжами 



 

фосфор участвует в синтезе нуклеиновых кислот, играет важную роль в энер-

гетическом обмене клеток. Содержание фосфатов в среде не является ограни-

чивающим фактором для развития B. bruxellensis. Вероятно, этот ион 

содержится в достаточном количестве в «естественной» среде брожения или в 

дрожжевом экстракте в синтетических средах [6, 31]. 

Микроэлементы имеют важное значение для дрожжевой клетки, так как 

они выступают в качестве кофакторов различных ферментов, участвующих 

в метаболизме. Они необходимы в очень малых количествах, их избыток при-

водит к нарушению морфологии, клеточной физиологии и темпов роста. По от-

ношению к стимуляторам роста дрожжи рода Brettanomyces считаются ауксо-

автотрофами, так как было показано, что они способны расти при полном от-

сутствии витаминов [14]. Согласно литературным данным наличие витаминов 

в среде для Saccharomyces является необходимым: например, в среде, ограни-

ченной в тиамине и биотине, конечное количество биомассы очень низкое 

(10 % от нормальной популяции), усвоение углеводов происходит с низкой 

скоростью [16]. 

Катаболические механизмы для освобождения энергии в биохимических 

процессах 

Активация метаболических путей клеток дрожжей зависит от генетиче-

ских механизмов клетки и физико-химических факторов среды, таких как: pH, 

температура, кислород, наличие ингибирующих соединений, а также концен-

трации субстрата: концентрация глюкозы и уровень аэрации в среде играют 

важную роль. Существуют различные механизмы регуляции биохимических 

процессов в клетках дрожжей Saccharomyces, Brettanomyces: эффект Пастера, 

эффект Кребтри и эффект Кастера [32–35]. 

Энергетический обмен в клетках дрожжей при жизнедеятельности 

в аэробных и анаэробных условиях впервые рассматривал Пастер: он обнару-

жил ингибирование процесса брожения аэрацией. При низких концентрациях 



 

углеводов в среде аэрация вызывает увеличение количества образующейся 

биомассы, снижение выхода спирта и потребления углеводов [14, 19]. Для объ-

яснения метаболического поведения предложена гипотеза: «…ингибирование 

брожения путем аэрации может быть объяснено конкуренцией ферментов ка-

тализатора дыхания и пирувата брожения». Когда два фермента конкурируют 

за один и тот же субстрат, константа сродства фермента обратно пропорцио-

нальна скорости ферментативной реакции и является решающим параметром 

для ориентации метаболического потока для любого из путей. В частности, пи-

руватдекарбоксилаза отвечает за расщепление пирувата до ацетальдегида 

имеет более низкое сродство к нему, чем комплекс пируватдегидрогеназы  ми-

тохондрий, отвечающих за его окисление. Другим примером является уровень 

ацетальдегида. Константа сродства ацетальдегиддегидрогеназы (6 мкМ) в 100 

раз ниже, чем у алкогольдегидрогеназы (0,61 мкМ), ацетальдегид окисляется 

до ацетата (уксусная кислота) [36]. Данный катаболический эффект присут-

ствует в биохимических фазах энергетического обмена дрожжей рода 

Saccharomyces, в Brettanomyces – отсутствует. 

Кребтри обнаружил, что выращивание дрожжевых клеток в аэрируемой 

среде с избытком глюкозы является благоприятным для процесса спиртового 

брожения [14]. Это явление объясняется дефицитом дыхательной способности 

клеток и тем, что они вынуждены накапливать пируват путем ферментативного 

метаболизма для дальнейшей жизнедеятельности  [17]. Дрожжи считаются 

«Кребтри положительными», если при высокой концентрации глюкозы в среде 

наблюдается образование этанола. С другой стороны, дрожжи, которые, участ-

вуют в аэробном метаболизме (дыхании) даже при сравнительно высокой кон-

центрации углеводов в среде, называют «Кребтри отрицательными». Дрожжи 

рода Saccharomyces и Brettanomyces считаются Кребтри положительными [36–

38]. 

Эффект более быстрого сбраживания глюкозы в аэробных, чем в анаэ-

робных условиях происходит у некоторых дрожжевых культур, особенно 



 

дрожжей рода Brettanomyces. Эффект Кастера является результатом избыточ-

ного образования NADH в связи с образованием уксусной кислоты, которая 

вызывает окислительно-восстановительный дисбаланс (NAD+/ NADH) и не-

способность клеток к продуцированию глицерина [36]. Это явление объясняют 

следующим образом: в присутствии кислорода клетка может легче реоксиди-

ровать свои коферменты в дыхательной цепи, что позволяет увеличить глико-

литический приток. Отмечают, что дрожжи Saccharomyces не подвержены 

влиянию эффекта Кастера, что приводит к активации спиртового брожения при 

отсутствии кислорода (имеет место эффект Пастера) [38]. 

1.2 Влияние параметров среды на регуляцию обмена дрожжевых клеток 

На интенсивность роста микробной биомассы влияют состав среды и фи-

зико-химические факторы (температура, водородный показатель, уровень аэра-

ции). В частности, биохимические и биологические особенности клеток, 

которые могут изменяться под воздействием факторов, определяют способ-

ность дрожжей к  флокуляции, обеспечению необходимой интенсивности 

накопления биомассы и бродильной активности [39, 40]. 

Влияние температуры на жизнедеятельность дрожжей 

Одним из наиболее доступных способов регуляции метаболизма 

дрожжей является температура. При низких температурах активность микроб-

ных клеток может быть полностью блокирована, повышение температуры уве-

личивает скорость роста биомассы. Однако, за пределами определенного 

температурного интервала возникает необратимый автолиз клеток с денатура-

цией белков-ферментов, строительных белков, с повреждением транспортных 

систем, мембран   клетки. Таким образом, даже если некоторые конститутив-

ные и индуцируемые ферменты активируются при высоких температурах, 

клетка может быть повреждена. В случае применения низких температур кле-

точные мембраны теряют текучесть, скорость ферментативных реакций замед-

ляется [19]. 



 

Изменение температуры вызывает различия в механизмах и интенсивно-

сти образования вторичных и побочных продуктов спиртового брожения, таких 

как глицерин, уксусная кислота, янтарная кислота и др. 

Исследование [41] о влиянии температуры на жизнедеятельность 

Saccharomyces cerevisiae в процессе спиртового брожения показало увеличение 

продолжительности лаг-фазы при низких температурах (15 ℃), однако популяция 

оставалась жизнеспособной на протяжении всего процесса. С другой стороны, 

при высокой температуре (35 ℃) процесс сбраживания проходил с большей ин-

тенсивностью, однако, наблюдали снижение количества жизнеспособных кле-

ток. Авторы фиксировали увеличение биосинтеза вторичных продуктов 

брожения при высокой температуре, при более низких температурах – более вы-

сокий выход этанола. В целом, оптимальная температура для развития большин-

ства дрожжевых культур составляет от 25 до 30 ℃. 

Влияние водородного показателя на развитие микроорганизмов 

Развитие микроорганизмов во многом зависит от такого фактора внеш-

ней среды как концентрация ионов водорода или рH. Цитоплазматическая мем-

брана дрожжевой клетки сравнительно малопроницаема для водородных 

и гидроксильных ионов, поэтому их концентрация в цитоплазме остаётся прак-

тически постоянной, что существенно для постоянного уровня обеспечения 

жизненно важных функций клетки. Показатель определяет метаболическую ак-

тивность клеток, оказывает влияние на растворимость питательных веществ 

и проницаемость клеточных мембран [42, 43]. 

 В отличие от температуры внутренний рН клетки отличается от значе-

ния рН в среде: для дрожжей Saccharomyces cerevisiae и Brettanomyces опти-

мальное значение находится в зоне 4,8–6,0. Это различие между внутренним 

и внешним рН может быть результатом непроницаемости плазматической мем-

браны клетки для протонов. Межклеточная и межклеточная концентрация 

ионов водорода является несбалансированной, возможно возникновение 



 

градиента концентрации ионов через мембрану, который в сочетании с элек-

трическим потенциалом мембраны определяет движущую силу протонов и 

обеспечивает управление мембранными реакциями [44, 45]. 

рН клетки оказывает важное влияние на активность клеток и межклеточ-

ных систем, синтез белка, транспортные механизмы, ферментативную актив-

ность и экскрецию метаболитов во время брожения. рН среды может повлиять 

на скорость, с которой молекулы транспортируются внутрь клетки, экстре-

мальные значения рН могут привести к повреждению клеточных мембран.  

Важно изучение изменения значений рН при использовании дрожжей 

Brettanomyces в производстве пива, поскольку дрожжи продуцируют в про-

цессе жизнедеятельности [27]￼. 

Воздействие кислорода на биохимическую активность дрожжей 

Один из важнейших факторов воздействия на биохимическую актив-

ность пивных дрожжей – перераспределение осуществляемых ими окисли-

тельно-восстановительных реакций. 

Кислород, растворенный в среде, рассматривают как важнейший компо-

нент для дрожжевых клеток, который оказывает влияние на рост био-

массы, жизнеспособность клеток, на скорость ферментативного катализа 

превращений питательных веществ среды. Повышенное количество кислорода 

на определенных этапах жизнедеятельности дрожжевой клетки приводит к не-

желательному увеличению окислительно-восстановительного потенциала, 

чрезмерному накоплению биомассы на этапе сбраживания, к снижению флоку-

ляционной способности клеток, повышенному образованию продуктов метабо-

лизма, что отрицательно сказывается на продолжительности процесса 

созревания пива, вкусе и аромате, уровне коллоидной и биологической стойко-

сти напитка [46, 47].  

Кислород является необходимым для биосинтеза ненасыщенных жирных 

кислот и стеринов – компонентов, в частности, защищающих дрожжи 



 

от ингибирующего воздействия этанола. Для спиртового брожения с помощью 

Saccharomyces cerevisiae необходимо обеспечить низкий уровень аэрации и вы-

сокую степень сбраживания в присутствии повышенных концентраций эта-

нола [39]. 

Режим аэрации в среде при дрожжегенерировании должен быть непре-

рывным, однако, когда концентрация дрожжей в среде станет значительной, 

подачу кислорода в среду ограничивают. Концентрация растворенного кисло-

рода в среде – один из основных факторов, контролирующих способность 

дрожжей развиваться при окислительном фосфорилировании сахаров [48, 49]. 

Кислород играет ключевую роль в процессе ферментации углеводов с по-

мощью дрожжевых клеток. Известно, что в случае сбраживания глюкозы дрож-

жами Saccharomyces cerevisiae небольшие количества растворенного кислорода 

в среде позволяют увеличить выход этанола в сравнении с анаэробными усло-

виями [50–52]. Род Brettanomyces также известен как чувствительный к нали-

чию кислорода в среде [53]. В работе [54] показано, что клетки Brettanomyces 

claussenii ферментируют глюкозу с большей скоростью в аэробных условиях, 

чем при отсутствии кислорода. 

Кислород стимулирует рост биомассы и спиртовое брожение с помощью 

Brettanomyces, в отличие от Saccharomyces cerevisiae. В анаэробных условиях 

потребление глюкозы дрожжами Brettanomyces осуществляется только после 

продолжительной лаг-фазы наряду с низкой скоростью роста; выход этанола 

и уксусной кислоты является более низким, чем в аэробных условиях [25]. 

Wijsman и др. изучали влияние кислорода в процессе жизнедеятельности 

Brettanomyces intermedius. Наблюдали три этапа развития культуры в аэробной 

среде. На первом этапе Brettanomyces развиваются путем потребления глюкозы 

и выработки равного количества этанола и уксусной кислоты. На втором этапе 

дрожжи преобразуют этанол в уксусную кислоту без роста биомассы, затем 

Brettanomyces потребляют уксусную кислоту и наблюдается возобновление ро-

ста клеточной биомассы [55]. 



 

Несколько авторов отмечают, что спиртовое брожение с применением  

Brettanomyces можно стимулировать подачей кислорода. Этот эффект противо-

речит данным для Saccharomyces cerevisiae, данное явление указано как «отри-

цательный эффект Пастера» – «эффект Кастера» (торможение спиртового 

брожения во время наступления анаэробиоза) [37, 56]. 

Лишь несколько лет спустя явление было объяснено Carrascosa и др. Ав-

торы отметили, что переход от аэробных к анаэробным условиям привело 

к прекращению активности брожения и роста Brettanomyces, что объясняется 

нарушением окислительно-восстановительного баланса в клетке с появлением 

возможности дрожжей вырабатывать уксусную кислоту. Действительно, син-

тез уксусной кислоты требует наличия кофактора NAD+, незаменимого 

для протекания гликолиза. Однако, редукция никотинамида может быть осу-

ществлена только путем спиртового брожения в условиях аэрации. Таким об-

разом, при переходе от аэробиоза к анаэробиозу происходит накопление 

NADH2, в результате чего происходит остановка гликолиза на уровне ком-

плекса глицеральдегид-3---фосфат дегидрогеназы (NAD--зависимый фермент). 

Однако, это блокирование является временным, потому что после фазы за-

держки, брожение возобновляется, но с гораздо меньшей скоростью, чем 

в аэробных условиях [38, 55]. 

Влияние продуктов брожения на жизнедеятельность дрожжей 

Влияние этанола 

Этанол является основным продуктом спиртового брожения, его дей-

ствие негативно сказывается на развитии и жизнеспособности клеток. Этило-

вый спирт замедляет размножение дрожжей при концентрации 2 %. Для 

Saccharomyces концентрация спирта, при которой прекращается накопление 

биомассы, находится в диапазоне от 70 до 110 г/дм3 в зависимости от вида 

и штамма [19, 57]. 

С повышением температуры брожения до 30–40 ℃ возрастает скорость 

роста клеток, чувствительных к выработке этанола. Увеличение интенсивности 



 

аэрации снижает скорость продуцирования этанола и уменьшает его влияние 

на рост и размножение клеток: ингибирующее влияние этанола снижается 

в аэробных условиях по сравнению с анаэробными. Питательная среда также 

должна содержать липиды и витамины, которые будут влиять на толерантность 

клеток дрожжей к этанолу [58–62]. 

На сегодняшний день механизмы ингибирования этанола до конца 

не выяснены. Исследователи объясняют феномен ингибирования наличием 

этанола-активных участков в митохондриях и цитоплазматических мембранах 

клеток. Молекулы этанола проникают внутрь цитоплазматических мембран 

для связывания с молекулами фосфолипидов и жирных кислот путем замены 

молекул воды, что приводит к изменению текучести, проницаемости мем-

браны и уничтожению клетки [63]. 

Влияние уксусной кислоты 

Уксусная кислота является одним из вторичных продуктов спиртового 

брожения, концентрация которого обычно не велика (в пиве от 20 до 150      

мг/дм3). Тем не менее, она может продуцироваться некоторыми микроорганиз-

мами (в частности, дрожжами Brettanomyces) в более значительных количе-

ствах. 

Исследователи установили, что уксусная кислота в диапазоне концентра-

ции 0,5–9,0 г/дм3 может повлиять на морфологию дрожжей Saccharomyces 

и привести к изменению формы клеток [57]. Позже было доказано, что уксус-

ная кислота является ингибитором роста Saccharomyces. Ингибирование было 

более выраженным при дрожжегенерировании, чем на стадии брожения эта-

нола и не зависело от величины pH среды. Механизм воздействия уксусной 

кислоты на системы дрожжевой клетки состоит в окислении цитоплазмы и мо-

дификации некоторых ферментов гликолиза [64]. 

Loureiro и др. установили, что при совместном действии этанола и уксус-

ной кислоты внутренний рН клетки не зависит от концентрации уксусной кис-

лоты и внешнего рН в среде. С уменьшением внутреннего pH скорость 



 

брожения уменьшается и стремится к нулю при рН 4,8. При концентрации эта-

нола более  8 %, ингибирование наступает при внутреннем рН 5,5 [65]. 

Уксусная кислота, полученная в ходе ферментации дрожжей 

Brettanomyces, участвует в синтезе эфиров, таких, например, как этиловый эфир 

уксусной кислоты. Показано, что при анаэробной ферментации Brettanomyces 

производит достаточное количество жирных кислот для снижения рН среды до 

значения до 4,0, которые также участвуют в реакциях этерификации [66]. 

1.3 Практическое применение дрожжей Brettanomyces 

Brettanomyces в пищевой промышленности 

Дрожжи, принадлежащие к роду Brettanomyces, признаны контаминан-

тами для вина [67, 68]. В виноделии микроорганизмы появляются после окон-

чания процесса сбраживания сусла и ответственны за неприятные оттенки 

в аромате [69, 70]. В промышленном производстве этанола Brettanomyces из-

вестны из-за их способности к ферментации сбраживаемых углеводов с обра-

зованием уксусной кислоты [3]. Увеличение концентрации уксусной кислоты 

в среде может оказывать отрицательное влияние на жизнедеятельность 

Saccharomyces cerevisiae и, таким образом, уменьшает способность производ-

ственной микрофлоры к продуцированию этанола [19] и, следовательно, при-

водит к снижению выхода спирта. 

Наиболее известны случаи появления Brettanomyces в   процессах спон-

танного спиртового брожения, безалкогольных напитках, молочных продуктах, 

заквасках и при производстве оливок [3, 11]. Эти области производства харак-

теризуются различными сочетаниями «производственных стрессов» 

для дрожжей: высокими концентрациями этанола, низким pH, отсутствием лег-

коферментируемых источников азота и  углерода, низким содержанием кисло-

рода и др. [19, 11] 

Однако в некоторых технологиях напитков, таких как бельгийский стиль 

пива ламбик (lambic) или американский эль кулшип (coolship), присутствие 



 

Brettanomyces является необходимым для создания вкусоароматических 

свойств напитка, в то время как такие профили аромата в вине категорически 

недопустимы [71, 72]. Кроме того, отмечают частое непреднамеренное присут-

ствие Brettanomyces на заводах по производству биоэтанола, при этом некото-

рые из этих штаммов могут превосходить по эффективности 

производственные [45, 73]. 

Brettanomyces в пивоварении 

В то время как подавляющее большинство стилей пива сбраживается чи-

стыми культурами дрожжей S. cerevisiae (элевые) или S. carlsbergensis (низовые), 

многие сорта напитка являются продуктами спонтанного брожения [74–76]. 

Наиболее известными спонтанно сбраживаемыми стилями пива являются ламбик 

и гёз (gueuze), исторически производимые в окрестностях Брюсселя (Бельгия). 

Пиво в стиле ламбик характеризуется длительной продолжительностью 

брожения, сложным вкусом со специфическими тонами, ассоциирующимися 

с богатой бактериальной и грибковой микрофлорой. Микробиом при таком 

брожении сложен  – симбиоз нескольких видов дрожжей и бактерий, меняю-

щихся со временем [75, 77]. 

В настоящее время, используя современные методы исследования: секве-

нирование [74], денатурирующий градиентный гель-электрофорез 

(ДДГЭ) [78], масс-спектрометрирование [79] установлено, что микробная по-

пуляция некоторых сортов пива состоит в основном из дрожжей и бактерий 

(лактобактерии и педиококки) [10, 80, 81]. В то время как спиртовое брожение 

большей части сортов пива осуществляется дрожжами S. cerevisiae. На заклю-

чительной стадии главного брожения, когда большая часть углеводов сусла 

сброжена, дрожжи S. cerevisiae постепенно прекращают процесс сбраживания, 

тогда как Brettanomyces могут осуществлять воздействие на пиво в течение 4–

8 месяцев [74, 82]. 



 

Brettanomyces являются наиболее распространенным родом дрожжей, ко-
торый остается в напитке до конца дображивания и созревания. В течение 
этапа созревания наблюдается метаболическая активность ферментативного 

комплекса дрожжей: эстеразы, ß-глюкозидазы, α-глюкозидазы, что является 
причиной изменений в сенсорном профиле напитка и -получения неповтори-
мого вкуса [3, 11, 66, 83–85]. 

Вкусо-ароматические компоненты напитков при применении 
дрожжей Brettanomyces 

Применение Brettanomyces оказывает сильное влияние на ароматические 
характеристики продуктов брожения. Существует различные термины для опи-

сания ароматики Brettanomyces, в том числе гвоздичный, пряный, мышиный, 
скотного двора, дымчатый, пластиковый, фенольный, медицинский, бинтов, 
металлический, печенья, яблочный, цветочный, тропических фруктов, цитру-

совый и / или пряный [86, 87], но их более удобно объединить в термин «аро-
матика Brettanomyces». 

Летучие фенольные соединения отвечают за основные ароматические 
профили, связанные с Brettanomyces [5, 88, 89]. Существует шесть основных 

соединений, отвечающих за фенольную ароматику: 4--этилгваякол, 4--этил-
фенол, 4--этилкатехол и их предшественники 4--винилгваякол, 4--винилфе-
нол и 4--винилкатехол. 

Известно, что 4-этилгваякол, 4-этилфенол способствуют появлению не-
желательного оттенка аромата- в некачественных- винах [90] (лекарственный, 
бинтов), однако при этом они же являются необходимыми в создании сенсор-
ных характеристик (гвоздичный или пряный аромат) пива ламбик, американ-

ского эля кулшип, бельгийских кислых элей, что связано с различной 
концентрацией и соотношением этих компонентов в напитке [70, 91, 92]. 

Эфиры образуют важную группу ароматических соединений, ответ-

ственных за проявление фруктовых и цветочных оттенков в аромате напит-
ков [93]. Доля эфиров в пиве ламбик, как правило, характеризуется низким 
содержанием изоамилацетата, высокой концентрацией этилкаприлата и 



 

этиллактата, значительным количеством этилкапрата в сравнении с пивом, 
произведенным с использованием традиционных дрожжей S. cerevisiae и 
S. pastorianus [94]. Исследования подтвердили, что эстеразы присутствующие 

в Brettanomyces, отвечают за образование этиловых эфиров, таких как этилаце-
тат и этиллактат, наряду с гидролизом эфиров уксусной кислоты, например, 
изоамилацетата и фенилацетата [82, 95]. Различие между концентрацией аце-

тата и этилового эфира связана с гидролизом эфиров уксусной кислоты эсте-
разами дрожжей Brettanomyces. 

Пропагация Brettanomyces 

Разведение стартовой культуры Brettanomyces можно проводить с ис-

пользованием аналогичных методов размножения элевых дрожжей, но каждый 
этап роста является более продолжительным. Предлагается разведение куль-
туры сначала до 50 см3, затем до 150 см3 при подготовке 20 дм3 объема, далее - 

по объему пропагатора. Возможно применение неохмеленного пивного сусла 
(средняя плотность 9–12 % мас.) с добавлением питательных компонентов. 
В среднем процесс приготовления засевных дрожжей (стартовой закваски) 
длится от семи до восьми суток при 28 °C и непрерывной аэрации для достиже-

ния максимального выхода клеток Brettanomyces [96–98]. 
Если целью является получение пива с кисловатым оттенком за счет 

наличия уксусной кислоты, можно использовать весь объем стартовой за-

кваски. Чтобы уменьшить количество уксусной кислоты в готовом пиве, необ-
ходимо после дрожжегенерирования декантировать засевные дрожжи, прежде 
чем задавать в пиво. Внесение закваски и распределение Brettanomyces в слое 
пива займет больше времени, чем для   других видов пивных дрожжей, потому 

что клетки Brettanomyces имеют меньший размер и не обладают высокой сте-
пенью флокуляции. Чтобы компенсировать более медленный темп роста, реко-
мендуется задавать Brettanomyces в количестве, которое обычно применяется 

для пива низового брожения, что примерно в два раза больше стандартной за-
дачи для элей (в расчете на объем   сусла)  [99–102]. 



 

Заключение к литературному обзору 

В последние десятилетия интерес к использованию нетрадиционных ви-

дов дрожжей для процессов брожения несколько ограничен. Однако информа-

ция, обобщенная в обзоре, подчеркивает потенциал Brettanomyces 

для промышленного использования. Так, Brettanomyces часто превосходят 

S. cerevisiae по применению в специфических условиях – низкое содержание 

азотного питания, низкий pH и высокий уровень этанола, а в условиях ограни-

ченного содержания углеводов и кислорода часто показывают более эффектив-

ный рост, чем   S. cerevisiae [100, 103]. Широкое применение Brettanomyces 

нашли в спонтанно сбраживаемых напитках, таких как пиво ламбик, где необ-

ходимо   получение своеобразного сенсорного профиля. 

Анализ литературных данных, технической и патентной информации 

позволяет сделать вывод о том, что актуальным и перспективным направле-

нием исследований является создание новых технологий и рецептур пива 

с применением дрожжей  Brettanomyces [104–106]. 

Основные свойства пивных дрожжей, необходимые для применения 

в технологии пива [14, 19, 107–109] – стабильное образование вкусо-ароматиче-

ских продуктов метаболизма, высокая интенсивность брожения, эффективное 

брожение (максимальный уровень этанола, высокая скорость роста при пропа-

гации, минимальное нарастание биомассы на этапе сбраживания; устойчивость 

к ингибирующим факторам (осмотическое давление, этиловый спирт, накопле-

ние СО2; необходимые флокуляционные или седиментационные свойства 

в конце брожения, высокий уровень жизнеспособности клеток, высокий уро-

вень генетической стабильности при последующих ферментациях [110–113]. 

Для обоснования этапов   биотехнологии пива с применением дрожжей 

Brettanomyces, выявления особенностей производства, формирования ассорти-

мента пивоваренной продукции необходимо провести исследование влияния 

интенсивности аэрации среды на процесс накопления биомассы дрожжей 

Brettanomyces, изучить условия продуцирования уксусной кислоты и 



 

биосинтеза этанола различными видами дрожжей Brettanomyces в процессе вы-

ращивания биомассы;  оптимизировать режимы процесса культивирования 

дрожжей Brettanomyces в цеховой стадии; исследовать  кинетику утилизации 

углеводов в среде с математическим описанием процесса спиртового брожения 

дрожжами Brettanomyces. 

Для совершенствования аппаратурного оформления процесса дрожжеге-

нерирования следует обосновать модифицированный способ пропагации 

дрожжей Brettanomyces для применения в условиях пивопроизводства с разра-

боткой проектов технической документации, апробацией технологии в опытно-

производственных условиях, расчетом экономической эффективности предло-

женных технологических решений. 
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ГЛАВА 2 ОРГАНИЗАЦИЯ ЭКСПЕРИМЕНТОВ. ОБЪЕКТЫ 

И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

2.1 Схема экспериментальных исследований 

Экспериментальные исследования и обработка результатов проводились 
в лабораториях кафедр технологии бродильных и сахаристых производств, 
биохимии и биотехнологии ФГБОУ ВО «ВГУИТ», в условиях лабораторно-
производственной базы ООО «П.И.Н.Т.А КРАФТ»,  в лабораториях Центра 

коллективного пользования, отделе стандартизации и метрологии ФГБОУ 
ВО «ВГУИТ»; с применением сырья и материалов компании Fermentis (Lesaffre 
for beverages). 

Последовательность проведения этапов экспериментальных исследова-
ний и взаимосвязь объектов исследований приведены на рисунке 2.1. 

На первом этапе осуществляли формулирование цели и задач исследова-
ния, патентно-информационный поиск, выбор объектов исследований. На вто-

ром этапе исследовали процесс пропагации дрожжей Brettanomyces, на третьем 
этапе изучали условия продуцирования уксусной кислоты дрожжами 
Brettanomyces. На четвертом этапе осуществляли математическое описание ки-

нетики утилизации глюкозы и процесса спиртового брожения пивного сусла 
дрожжами Brettanomyces. На заключительном этапе разработан способ пропа-
гации дрожжей Brettanomyces, представлены рецептуры и технология произ-
водства пива с применением дрожжей Brettanomyces. Провели оценку 

экономической эффективности, разработку проектов технической документа-
ции, апробацию технологии в опытно-производственных условиях и анализ ка-
чественных показателей готовой продукции.
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Рисунок 2.1 – Схема экспериментальных исследований 
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2.2 Характеристика объектов исследований 

Исследования проводили с дрожжами, предоставленными компанией 
Fermentis (Lesaffre for beverages): B. bruxellensis (Y966), B. intermedius (Y962), 

B. custerianus (Y3266), B. clausenii (5151-PC). 
Для приготовления образцов пива применяли дрожжи B. bruxellensis, ис-

пользуемые в пивоварении (табл. 2.1). 

Таблица 2.1 – Характеристика жидких пивных дрожжей WYeast5112, 
Brettanomyces Bruxellensis* 

Наименования показателя Характеристика 
Спиртоустойчивость  12 % об. 
Способность к флокуляции средняя 
Степень сбраживания 80 % 
Дозировка 5 мл/дм3 
Диапазон температур брожения 15–24 °C 
* – данные с сайта производителя https://wyeastlab.com  

______ 

Данный штамм формирует в пиве классический аромат и полноценный 

вкусо-ароматический профиль, присущий аутентичным сортам пива Lambic, 

Gueze, Fruit Lambic, Flanders Red Ale Brett Beer, Wild speciality beer, обычно ис-

пользуется в сочетании с S. сerevisiae (табл. 2.2). 

Таблица 2.2 – Характеристика сухих пивных дрожжей Safale S33-, S. сerevisiae* 
Наименования показателя Характеристика 

Спиртоустойчивость 12 % об. 
Способность к флокуляции средняя 
Степень сбраживания 86 % 
Дозировка 0,55 г/дм3 
Диапазон температур брожения 12–25 °C 
* – данные с сайта производителя https://fermentis.com 

________ 

Универсальные элевые дрожжи с нейтральным ароматическим профилем, 

рекомендованы для производства элей и пива типа «траппистское». Обладают 

средней седиментационной способностью: при их переводе во взвешенное со-

стояние образуют мелкую пыль, не формируя при этом флокул в объёме пива. 
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Согласно рецептурам пива применяли следующее сырье: 

Солод светлый, карамельный по ГОСТ 29294–2014 «Солод пивоварен-

ный. Технические условия»; вода по СанПиН 2.1.4.1074–01 «Питьевая вода. 

Гигиенические требования к качеству воды централизованных систем питье-

вого водоснабжения», подготовленная для процесса пивоварения; хмель 

по ГОСТ 21947. 

Опытно-производственную апробацию проводили в условиях лаборато-

рии и производства ООО «П.И.Н.Т.А КРАФТ». 

2.2 Методы исследования 

В соответствии со схемой эксперимента исследовали комплекс физико-

химических, микробиологических показателей образцов с использованием 

стандартных и оригинальных методов, позволяющих получить информацию 

о составе и свойствах объектов исследований в соответствии с Инструкцией са-

нитарно-микробиологического контроля пивоваренного и безалкогольного 

производства ИК-10-04-06-140-87; с рабочими инструкциями – методиками 

Analytica Microbiologica-EBC [114, 115]; Справочником работника лаборатории 

пивоваренного предприятия (Ермолаева Г. А., 2004), ГОСТ Р 51446-99 «Общие 

правила микробиологических исследований».  

Микроскопирование препаратов дрожжей осуществляли с помощью мик-

роскопа «Микромед-3». Содержание аминокислот контролировали с помощью 

аминоанализатора LC-20 Prominence (МВИ М 04 – 38 2009); эфиров, альдеги-

дов, высших спиртов – методом газовой хроматографии (Хромос ГХ-1000); ди-

ацетила – спектрофотометрическим методом (Analytec-EBC Method 9.24.1). 

Питательные среды 

Инокулят готовили на среде, состоящей из агар-агара, глюкозы и дрожже-

вого экстракта (2, 2 и 1 %) при 4 °C. Для инокулирования использовали пита-

тельную среду, на основе 5 % глюкозы, 0,2 % (NH4)2SO4, 0,5 % KH2PO4, 0,04 % 

MgSO4⋅7H2O и 0,1 % дрожжевого экстракта. Активную кислотность среды под-

держивали на уровне pH 4,0 с помощью 10 % ортофосфорной кислоты. 
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Культивирование микроорганизмов 

Эксперименты проводили в ферментере (патент на полезную модель RU 

2018 131 772 U «Установка для пропагации чистой культуры дрожжей» (объем 

15 дм3, рабочая температура 30 °C, скорость вращения мешалки 250 об/мин), 

подключенном к контроллеру для регистрации значений рН и калиброванному 

ротаметру расхода воздуха. Питательную среду объемом 10 дм3 стерилизовали 

в течение 60 мин при 120 °C. Добавляли инокулят до достижения 3×106 жизне-

способных клеток/см3. Процесс ферментации проводили при следующих пара-

метрах: температура – 26, 30, 34 °C; скорость вращения мешалки – 250, 350, 450 

об/мин; расход воздуха для аэрации среды – 100, 200, 300, 350 дм3/ч. 

Концентрацию биомассы микроорганизмов контролировали с помощью 

измерений оптической плотности дрожжевой суспензии при 620 нм на спектро-

фотометре с определением массы клеток после высушивания, количество мерт-

вых клеток в среде – по стандартной методике ГОСТ Р 51446-99 «Общие 

правила микробиологических исследований».  

Определение количества клеток дрожжей путем прямого подсчета 

 в счетных камерах 

Метод прямого подсчета проводили в камере Горяева по инструкции An-

alytica Microbiologica-EBC. 

Камеру заполняли исследуемой суспензией микроорганизмов с помощью 

пипетки или капилляра и помещали на столик микроскопа. Подсчитывали 

число клеток в 10 больших или 20 малых квадратах сетки, следуя по диагонали. 

Учитывали клетки как в квадрате сетки, так и пересекающие верхнюю и пра-

вую стороны квадрата. Подсчет повторяли 3–5 раз, каждый раз заново заполняя 

камеру. 

  

http://www1.fips.ru/fips_servl/fips_servlet?DB=RUPM&DocNumber=2018131772&TypeFile=html
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Количество клеток в 1 мл исследуемой суспензии вычисляли по формуле: 

  
310 ,M n

hS
α

=   (2.1) 

где M – количество клеток в 1 мл суспензии; 𝑎𝑎 – среднее количество клеток 

в квадрате сетки; ℎ – высота камеры, мм; S – площадь квадрата сетки, мм2; 103 – 

коэффициент перевода [см3] в [мм3]; 𝑛𝑛 – коэффициент разведения исследуемой 

суспензии. 

Высокоэффективная жидкостная хроматография 

Концентрации глюкозы, этанола, глицерина и уксусной кислоты опреде-

ляли методом ВЭЖХ с рефрактометрическим детектированием [116]. В каче-

стве подвижной фазы применяли серную кислоту (0.005 М), расход 0.4 см3/мин. 

Рассчитывали площадь поверхности обнаруженных пиков. Для каждого ком-

понента подготовлены калибровочные кривые в диапазоне концентраций 0–

20 г/дм3. Экспериментальная погрешность составила менее 3 %. Определение 

концентрации уксусной кислоты в анализируемых образцах проводили на жид-

костном хроматографе марки Agilent серии 1220 Infinity LC, оснащенном ко-

лонкой Zorbax. Пробоподготовку осуществляли центрифугированием 1 мл 

культуральной жидкости при 14000 об/мин в течение 5 мин. Надосадочную 

жидкость фильтровали и помещали в пробирки. Хроматографию проводили 

при температуре 25° C изократическим элюированием фосфатным буфером (10 

mM, pH 3,0) и ацетонитрилом в объемном соотношении 95:5 при расходе 

элюента 1 мл/мин. Вводимый объем пробы 50 мкл. Длина волны 210 нм. 

Для построения калибровочного графика готовили стандартные рас-

творы уксусной кислоты путем последовательных разведений стандартного 

раствора подвижной фазой. Подвижную фазу готовили путем растворения 

1,36 г KH2PO4 в 980 мл деионизированной воды. pH 3,0 доводили добавлением 

к раствору H3PO4. Объем доводили до 1000 мл деионизированной водой, 

чтобы приготовить 10 mM раствор. Раствор элюента получали смешением 

2,5 мл ацетонитрила и 47,5 мл 10 mM фосфатного буфера (pH 3,0). 
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Определение концентрации уксусной кислоты  
потенциометрическим титрованием 

Определение концентрации уксусной кислоты также проводили потен-
циометрическим титрованием анализируемой пробы 1 % раствором NaOH 
в изопропаноле [117]. 

В колбу вместимостью 50 мл вносили 25 мл изопропанола и 1 мл анали-
зируемой пробы, погружали в полученную смесь электроды pH-метра. 

При постоянном перемешивании титровали смесь 1 % раствором щелочи 
с регистрацией потенциала индикаторного электрода относительно электрода 
сравнения в зависимости от количества прибавленного титранта, титрование 
продолжали после достижения предполагаемой точки эквивалентности. Конеч-
ной точке титрования соответствовало максимальное значение изменения по-
тенциала (ΔE) к приращению объема прибавленного титранта (ΔV). 

Конечную точку титрования находили графически методом касательных 
по кривой зависимости потенциала индикаторного электрода от количества 
прибавленного титранта, или расчетным методом по максимальному значению 
ΔE/ΔV, или по точке разрыва (смене знака) второй производной Δ(ΔE/ΔV). 

Выход уксусной кислоты и степень потребления углеводов вычисляли 
по формулам: 

 ( ) ( )
( )

Уксусная кислота г
% 100 %,

потребленные углеводы гМКW =   (2.2) 

( ) Остаточное сод-е углеводовСтепень потребления углеводов % 1 100 %,
Начальное сод-е углеводов

 
 
 

= −   (2.3) 

Оценка качества пива 

По органолептическим показателям образцы пива соответствовали требова-
ниям ГОСТ 31711–2012 (таблица 2.3) [118–121].  

Органолептическая оценка 

Органолептическую оценку образцов проводили дегустационной комис-
сией в соответствии с ГОСТ 30060–93 Пиво. Методы определения органолеп-
тических показателей и объема продукции по 25-балльной шкале (табл. 2.4).  
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Таблица 2.3 Показатели качества пива 

Наименование 
показателя 

Тип пива 

Фильтрованное пиво Нефильтрованное пиво 
(осветленное и неосветленное) 

светлое темное светлое темное 

Прозрачность 

Прозрачная пенящаяся жидкость 
без осадка и посторонних 

включений, не свойственных пиву. 
В процессе хранения допускается 

появление частиц белково-
дубильных соединений. 

Для пшеничного пива допускается 
опалесценция от слабой до 

сильной 

Непрозрачная или прозрачная 
с опалесценцией пенящаяся 
жидкость без посторонних 

включений, не свойственных пиву. 
В процессе хранения допускается 

появление частиц белково-
дубильных соединений. 

Допускается дрожжевой осадок 

Аромат 
Чистый, сброженный солодовый, 

с хмелевым ароматом, без 
посторонних запахов 

Сброженный солодовый, 
с хмелевым ароматом, допускается 

дрожжевой оттенок, без 
посторонних запахов 

Вкус 

Чистый, 
сброженный, 
солодовый, 
с хмелевой 

горечью, без 
посторонних 
привкусов. 

В пшеничном 
пиве 

присутствуют 
пряно-

ароматичные 
тона во вкусе 

и аромате 

Полный 
солодовый 

с выраженным 
привкусом 

карамельного 
или жженого 
солода, без 

посторонних 
привкусов 

Сброженный 
солодовый, 
с хмелевой 
горечью, 

допускается 
дрожжевой 

привкус. 
В пшеничном 

пиве 
присутствуют 

пряно-
ароматичные 
тона во вкусе 

и аромате 

Солодовый 
с выраженным 

привкусом 
карамельного 
или жженого 
солода, без 

посторонних 
привкусов 

 В пиве с экстрактивностью начального сусла 15 % и выше присутствует 
винный привкус 

По содержанию токсичных элементов, радионуклидов, N--нитрозаминов 

и микробиологическим показателям образцы пива соответствовали установ-

ленным гигиеническим нормативам к качеству и безопасности продоволь-

ственного сырья и пищевых продуктов (СанПин 2.3.2.1078–01).  

Показатели безопасности для образцов пива указаны в таблицах 2.5 и 2.6.  

(ТР ТС 021/2011 "О безопасности пищевой продукции"). 
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Таблица 2.4 Шкала органолептической оценки пива 

Показатели качества 
пива 

Оценка, баллы 
Отлично Хорошо Удовлетвор. Неудовлетвор. 

Прозрачность 3 2 1 0 (снимается 
с дегустации) 

Цвет 3 2 1 0 
Вкус 5 4 3 2 

Хмелевая горечь 5 4 3 2 
Аромат 4 3 2 1 

Пенообразование 5 4 3 2 
Высота пены, мм 40 30 20 менее 20 

Пеностойкость, мин. 4 3 2 менее 2 
Итого баллов 22–25 19–21 13–18 12 и ниже 
___________ 

Таблица 2.5 Показатели безопасности образцов пива 

Показатели Допустимые уровни мг/кг, не более 
Токсичные элементы:  

Свинец 0,3 
Мышьяк 0,2 
Кадмий 0,03 
Ртуть 0,05 

Нитрозамины: сумма НДМА и НДЭА 0,003 
Радионуклиды: 
цезий-137 (Бк/л) 

Стронций-90 (Бк/л) 
70 
100 

Таблица 2.6 Микробиологические показатели пива 

Индекс, группа продуктов 
КМАФАиМ, 
КОЕ/100 см, 

не более 

Объем 
или масса 

продукта (см, 
г) в котором 

не допускаются 
БГКП 

колиформы 

Дрожжи 
и плесени 

Патогенные, 
в том числе 

сальмонеллы 

Пиво разливное – 1,0 25 - 
Пиво непастеризованное – 3,0 25 - 

в кегах – 3,0 25 - 
в бутылках – 10,0 25 - 

Пиво пастеризованное 
и обеспложенное 500 10,0 25 40 

____________ 
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Физико-химические методы определения показателей пива 

Содержание этилового спирта и содержание сухих веществ в начальном 

сусле контролировали по (ГОСТ 12787–81). Определение кислотности пива 

проводили в соответствии с ГОСТ 12788–87 «Пиво. Методы определения кис-

лотности» методом прямого титрования пробы с фенолфталеином. Метод ос-

нован на титровании всех находящихся в пиве кислот и кислотных солей 

раствором гидроксида натрия до слабо-розовой окраски. Определение цвета 

пива инструментальным методом проводили по ГОСТ 12789–87 «Пиво. Ме-

тоды определения цвета». Метод основан на визуальном сравнении цвета пива 

с цветом 0,1 моль/дм3 раствора йода различной концентрации в 100 см3 воды. 

Метод определения диоксида углерода (ГОСТ Р 51154–98 «Пиво. Ме-

тоды определения двуокиси углерода и стойкости») в пиве основан на измере-

нии давления в газовом пространстве над пивом в укупоренной стеклянной 

бутылке, бутылке из полиэтилентерефталата на расчете массовой доли диок-

сида углерода в зависимости от измеренного давления и температуры. 

Метод определения стойкости пива основан на визуальном наблюдении 

за появлением помутнения или осадка в бутылке. Для этого две бутылки пива 

в день розлива ставили в термостатируемый шкаф с температурой 20 ±2 °С 

и через каждые 24 ч наблюдали визуально за появлением помутнений 

или осадка. Стойкость пива определяли по времени появления помутнения 

по всему объему пива в бутылке и хлопьевидного осадка, дающего помутнения 

при осторожном переворачивании бутылки вниз горлом. Стойкость пива выра-

жали в сутках со дня розлива [122–124]. 

По физико-химическим показателям образцы пива соответствовали тре-

бованиям ГОСТ 31711–2012 «Пиво. Общие технические условия». 

2.1.1 Методы математической обработки результатов 

Для статистической оценки исследований применяли специальное ПО – 

Design Expert, v. 11.1.0, Stat-Ease Inc. [125] и функции MS Excel. 
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Экспериментальные данные обрабатывали вероятностными методами 
математической статистики – дисперсионным и корреляционным анализом. 

Полный факторный эксперимент и его обработка 

При планировании по схеме полного факторного эксперимента (ПФЭ) 

составляли все возможные комбинации факторов для выбранного числа уров-

ней [125]. 

Дисперсию воспроизводимости, значимость коэффициентов определяли 

по критерию Стьюдента, адекватность регрессионного уравнения – по крите-

рию Фишера. 

Ротатабельный центральный композиционный план и его обработка 

В таблицах и на рисунках приведены средние арифметические значения 

и их стандартные отклонения, вычисленные по трем независимым опытам. 

Статистическая обработка результатов исследования выполнена при достовер-

ности p ≤ 0,05 с помощью методов математической статистики и программного 

обеспечения MS Excel. 

Для статистической оценки влияния параметров культивирования на ко-

личество уксусной кислоты в среде (ПО Design Expert, v. 11.1.0, Stat-Ease Inc.) 

применяли полный факторный эксперимент 32. 

При соблюдении некоторых условий центральные композиционные 

планы приобретают свойства ротатабельности [125]. Матрица РЦКП не орто-

гональна, коэффициенты при этом скоррелированы между собой и свободным 

членом. Коэффициенты уравнения множественной регрессии определяли мето-

дом наименьших квадратов и оценивали с разными дисперсиями. Значимость 

коэффициентов определяли по критерию Стьюдента, а адекватность регресси-

онных уравнений – по критерию Фишера. 

.
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ГЛАВА 3 ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ РАЗЛИЧНЫХ ФАКТОРОВ 

НА ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТЬ ДРОЖЖЕЙ BRETTANOMYCES 

3.1 Исследование влияния интенсивности аэрации 
на жизнедеятельность дрожжей Brettanomyces bruxellensis 

Оценивали влияние расхода кислорода во время аэрации на метабо-
лизм B. bruxellensis для максимальной скорости роста клеток, что позволило 
вывести стехиометрическое уравнение в общем виде для количественной ха-
рактеристики метаболизма Brettanomyces в условиях накопления клеточной 
биомассы. 

Влияние кислорода на процесс накопления биомассы 
и продуктов ферментации 

Для исследования влияния концентрации кислорода на рост клеточной 
биомассы и активность B. bruxellensis выращивание культуры проводили 
в аэробных условиях (расход воздуха 300 дм3/ч), а также в анаэробных усло-
виях (растворенный O2 присутствует только в начале процесса ферментации). 
Использовали питательную среду на основе 5 % глюкозы, 0,2 % (NH4)2SO4, 
0,5 % KH2PO4, 0,04 % MgSO4⋅7H2O и 0,1 % дрожжевого экстракта.  

На рис. 3.1 показана динамика изменения концентраций биомассы, по-
требления глюкозы и количества уксусной кислоты для указанных параметров 
процесса. Конечная концентрация биомассы B. bruxellensis увеличилась 
с 3.76 г/дм3 (анаэробные условия) до 5,16 г/дм3 (аэрация 300 дм3/ч). При аэра-
ции среды наблюдали более интенсивный рост биомассы по сравнению с анаэ-
робными условиями. В данных условиях наблюдали лаг-фазу 
продолжительностью около 12 ч. Следует отметить, что в анаэробных условиях 
полностью происходило усвоение глюкозы, в то время как при аэрации 
300 дм3/ч потребление глюкозы было частичным (количество глюкозы в среде 
по окончании процесса 24 г/дм3). Высокую концентрацию уксусной кислоты 
(9,4 г/дм3) наблюдали только в аэробных условиях; минимальное количество 
уксусной кислоты синтезировалось в анаэробных условиях (0,025 г/дм3) (на ри-
сунке не показано). 
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Рисунок 3.1 – Влияние кислорода на процесс накопления биомассы  
и продуктов ферментации 

Поскольку наблюдали значимые различия между неаэрированными и аэ-

рированными культурами, проводили эксперименты с различной величиной 

подачи воздушного потока в ферментер (в диапазоне 30–300 дм3/ч). На рис. 3.2 

показано влияние различных условий аэрации на рост B. bruxellensis. 

По концентрационным зависимостям количества биомассы от продолжи-

тельности процесса (рис. 3.2) выявили оптимальный уровень аэрации для роста 

культуры в рассматриваемых условиях. Для получения максимальной концен-

трации биомассы (8,5 г/дм3) наиболее благоприятна величина расхода воздуха 

60 дм3/ч. За пределами данного уровня аэрации количество клеточной био-

массы снижается до значения около 5 г/дм3 при расходе воздуха 300 дм3/ч. 
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Рисунок 3.2 – Изменение концентрации биомассы B. bruxellensis во времени 
при различной величине аэрации 

В таблице 3.1 представлены результаты, касающиеся выхода этанола 

и уксусной кислоты и потребления глюкозы, полученные для исследуемых 

уровней аэрации. Утилизация субстрата происходила в полной мере при рас-

ходе воздуха от 0 до 120 дм3/ч (в этом случае максимальная концентрация ук-

сусной кислоты составляла 4,5 г/дм3 в завершающей стадии процесса). При 

режиме аэрации 180 дм3/ч около 7 % глюкозы не используется, а при 

300 дм3/ч – потребление снижается до 53 %. Кроме того, в указанных условиях 

наблюдали наименьшие значения рН 2,4 и 2,3 соответственно (рис. 3.3). 
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Таблица 3.1 – Изменение концентрации субстрата и продуктов реакции при 
различных режимах аэрации 

Параметр 
Расход воздуха, дм3/ч 

0 30 60 90 120 180 300 
Концентрация  

уксусной к-ты, г/дм3 – 2 ± 0,09 3 ± 0,1 4 ± 0,04 5 ± 0,06 7 ± 0,25 11 ± 0,06 

Концентрация 
этанола, г/дм3 24 ± 0,22 23,5 ± 0,11 24 ± 0,29 18 ± 0,21 17,5 ± 0,38 11,5 ± 0,26 2,5 ± 0,55 

Потребление 
глюкозы, % 100 100 100 100 100 94 ± 0,71 53 ± 0,2 

___________ 

 
Рисунок 3.3 – Изменение рН среды при различных режимах аэрации 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
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Отметили ингибирующее влияние кислорода воздуха на утилизацию суб-

страта дрожжевыми клетками B. bruxellensis, которое наблюдали при увеличе-

нии расхода воздуха (180 и 300 дм3/ч), в обоих случаях концентрация уксусной 

кислоты, вырабатываемой в процессе брожения, находилась на самом высоком 

уровне (7 и 10 г/дм3 соответственно). Информация об ингибирующем действии 

уксусной кислоты подтверждает её воздействие на клетку на цитоплазматиче-

ском уровне, где присутствуют ферменты, участвующие в гликолизе [15]. 

По мере снижения выхода этанола и увеличения выхода уксусной кис-

лоты при изменении условий аэрации рассчитывали стехиометрические коэф-

фициенты для каждого из условий в зависимости от поглощения кислорода. 

Общее стехиометрическое уравнение записывали в виде: 

Глюкоза + b O2 → a Биомасса + c CO2 + d Этанол + e Уксусная к-та 

В таблице 3.2 показаны коэффициенты регрессии при различных усло-

виях аэрации. Выход уксусной кислоты и этанола изменялся пропорционально 

поглощению кислорода. Концентрация уксусной кислоты увеличилась с погло-

щением кислорода, в то время как выход этанола – уменьшился (рис. 3.4). 

Таблица 3.2 – Значения коэффициентов линейной регрессии 
Аэрация, дм3/ч Кислород (b) Этанол (d) Уксусная к-та (e) 

0 0 0.60 0 
30 0.04 0.57 0.02 
60 0.08 0.56 0.03 
90 0.09 0.47 0.11 
120 0.12 0.45 0.14 
180 0.25 0.40 0.20 
300 0.70 0.16 0.43 

_______ 

Общее уравнение для потребляемой глюкозы дрожжами B. bruxellensis 

было получено эмпирическим путем: 

Глюкоза + b O2 → a Биомасса + c CO2 + (–0.56b2 + 1.569b – 0.01) Этанол + 

+ (0.55b2 + 1.01 + 0.60) Уксусная к-та 
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Рисунок 3.4 – Изменение концентрации уксусной кислоты и этанола 
при поглощении кислорода 

Полученные коэффициенты стехиометрического уравнения позволяют 

рассчитать количество этанола и уксусной кислоты в зависимости от расхода 

воздуха при аэрации. 

Выводы 

Оптимальный выход биомассы дрожжей B. bruxellensis достигнут при 

расходе воздуха 60 дм3/ч. В условиях интенсивной аэрации (свыше 180 дм3/ч) 

полная утилизация субстрата невозможна, а повышенное количество уксусной 

кислоты будет способствовать ингибированию процесса ферментации глюкозы 

и снижению выхода этанола. Дрожжи B. bruxellensis способны синтезировать 

большое количество уксусной кислоты при увеличении содержания растворен-

ного кислорода в среде [126]. 

Стехиометрическое уравнение позволяет рассчитать количественное из-

менение продуктов в зависимости от режима аэрации и может найти примене-

ние в области проектирование аппаратов для пропагации чистой культуры 

дрожжей B. bruxellensis. 
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3.2 Условия продуцирования уксусной кислоты дрожжами Brettanomyces 

Проводили оценку количества уксусной кислоты при продуцировании че-
тырьмя различными штаммами Brettanomyces, выбор штамма с точки зрения 
применения в пивоварении и изучение влияния условий культивирования 
дрожжей (температуры, аэрации и перемешивания) на выход уксусной кислоты. 

Синтез уксусной кислоты дрожжами Brettanomyces 

Для изучения эффективности процесса продуцирования уксусной кис-
лоты дрожжами Brettanomyces в среде, содержащей глюкозу, проводили ряд 
экспериментов в аэробных условиях: расход воздуха 150 дм3/ч, температура 
30 °С; скорость вращения мешалки 250 об/мин (рис. 3.5). Использовали пита-
тельную среду на основе 5 % глюкозы, 0,2 % (NH4)2SO4, 0,5 % KH2PO4, 0,04 % 

MgSO4⋅7H2O и 0,1 % дрожжевого экстракта. Конечная концентрация уксусной 

кислоты была различной в зависимости от применяемого вида: от 1,41 г/дм3 
для B. clausenii до 8,4 г/дм3 для B. intermedius. В случае участия B. intermedius 
и B. bruxellensis количество уксусной кислоты увеличилось – концентрация 
в среде оказалась в четыре раза выше, чем в экспериментах, проводимых с уча-
стием B. clausenii и B. сustersianus. 

По результатам экспериментов рассчитывали удельную скорость роста 
микроорганизмов, выход уксусной кислоты, величины удельного и объемного 
выхода уксусной кислоты: 

 0ln ln ; ; , ,P P P
P

x x P Y xY Y V
t S t t

µ −
= = = =  (3.4) 

где μ – удельная скорость роста, ч-1; xP0 – начальная концентрация про-

дукта, г/дм3; xP – концентрация продукта в момент времени t (ч), г/дм3; Y – вы-

ход продукта, г/г; P – образованный продукт, г; S – потребленный субстрат, г; 

YP – удельный выход продукта в единицу времени, г/(г×ч); V – объемный выход 

продукта в единицу времени, г/(дм3×ч). 
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Рисунок 3.5 – Динамика изменения содержания уксусной кислоты в среде 

В таблице 3.3 приведены кинетические параметры процесса культивиро-

вания для каждого штамма дрожжей. Так, B. custersianus и B. clausenii показали 

самую высокую удельную скорость роста (0,18 и 0,33 ч-1, соответственно), 

но при этом наблюдали более низкое накопление уксусной кислоты (0,06 г/г) 

по сравнению с двумя другими штаммами (0,16 и 0,14 г/г).  

Результаты для B. bruxellensis и B. intermedius показали, что эти штаммы 
имели самый высокий удельный (0,21 и 0,43 г/(г×ч)) и объемный выход уксус-
ной кислоты (0,05 и 0,06 г/(дм3×ч)). На основании этого B. bruxellensis можно 
рассматривать как наиболее эффективный штамм для биологического подкис-
ления среды. 

Таблица 3.3 – Значения параметров культивирования уксусной кислоты, 
полученных для различных штаммов дрожжей Brettanomyces 

Штамм Окончание 
культивирования, ч 

Удельная 
скорость 
роста, μ, 

ч-1 

Выход 
уксусной 
к-ты, Y, 

г/г 

Удельный 
выход 

уксусной 
к-ты, YP, 
г/(г×ч) 

Объемный 
выход 

уксусной к-
ты, V, 

г/(дм3×ч) 
B. intermedius 151 0,12 0,16 0,21 0,05 
B. bruxellensis 102 0,16 0,14 0,43 0,06 
B. custersianus 152 0,18 0,06 0,005 0,01 

B. clausenii 42 0,33 0,06 0,03 0,03 
_____ 
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Влияние расхода воздуха на выход уксусной кислоты и потребление глюкозы 

Для исследования влияния концентрации кислорода на выход уксусной 
кислоты и потребление субстрата дрожжами B. bruxellensis проводили культи-
вирование на среде, содержащей глюкозу в аэробных условиях (расход воз-
духа от 100 до 350 дм3/ч). Использовали питательную среду на основе 5 % 
глюкозы, 0,2 % (NH4)2SO4, 0,5 % KH2PO4, 0,04 % MgSO4⋅7H2O и 0,1 % дрожже-
вого экстракта. Было выявлено, что повышенное содержание кислорода 
в среде приводит к значительному увеличению выхода уксусной кислоты 
(табл. 3.4). 

По результатам экспериментов рассчитывали выход этанола (см. (3.4)) и 
степень потребления глюкозы: 

 100%g

S

x
x

η = ×  (3.5) 

где η – степень потребления глюкозы, %; xg – концентрация глюкозы, г/дм3. 

Таблица 3.4 – Значения параметров культивирования, полученных при разных 
режимах аэрирования для дрожжей Brettanomyces bruxellensis 

Расход 
воздуха, 

дм3/ч 

Выход 
уксусной к-ты, 

Y, г/г 

Объемный выход 
уксусной к-ты, V, 

г/(дм3×ч) 

Выход 
этанола, 

г/дм3 

Потребление 
глюкозы, % 

100 0,030 0,018 0,31 100 
200 0,139 0,082 0,20 100 
300 0,230 0,134 0,18 100 
350 0,284 0,128 0,16 82 

____ 

Увеличение расхода воздуха отрицательно сказалось на выходе этанола – 
его содержание снизилось примерно на 45 % при максимальном режиме по-
дачи воздуха. Такой результат характерен для культивирования дрожжей 
в аэробном режиме (эффект Кастера) [38]. 

Субстрат был полностью утилизирован дрожжами при режимах с диа-
пазоном аэрации от 100 до 300 дм3/ч. При расходе воздуха 350 дм3/ч остаточ-
ное количество глюкозы составляло до 18 %. Данный факт можно объяснить 
тем, что, что присутствие уксусной кислоты, образующейся при брожении, 
оказывает ингибирующее действие на процесс ферментации глюкозы дрож-
жами (в этом случае максимальная концентрация уксусной кислоты состав-
ляла 11,2 г/дм3).  
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Полученные результаты показывают, что оптимальный расход воздуха со-
ставляет 300 дм3/ч. Выход уксусной кислоты в этом режиме сопоставим с режи-
мом 350 дм3/ч (0,23 и 0,28 г/г, соответственно), однако при 300 дм3/ч наблюдали 
максимальный объемный выход уксусной кислоты (0,134 г/(дм3×ч)) и полное 
потребление субстрата. 

Влияние температуры и перемешивания на продуцирование уксусной кислоты 
дрожжами B. bruxellensis 

Математические методы планирования эксперимента (центральное ком-
позиционное ротатабельное униформпланирование и полный факторный экс-
перимент 32) применяли для поиска оптимальных режимов, влияющих 
на процесс культивирования дрожжей в среде, содержащей глюкозу при аэра-
ции 300 дм3/ч в течение 90 ч. 

В качестве основных факторов, влияющих на процесс культивирования, 
были выбраны (таблица 3.5): x1 – температура среды, t, °C; x2 – скорость вра-
щения мешалки, об/мин. Выходными параметрами являлись: y1 – выход уксус-
ной к-ты, Y, г/г; y2 – удельный выход уксусной к-ты, Yп, г/(г×ч); y3 – объемный 
выход уксусной к-ты, V, г/(дм3×ч). 

Таблица 3.5 – Матрица планирования эксперимента 
№ эксперимента x1, °C x2, об/мин y1, г/г y2, г/(г×ч) y3, г/(дм3×ч) 

1 26 250 0.198 0.072 0.106 
2 26 350 0.190 0.041 0.093 
3 26 450 0.186 0.024 0.088 
4 30 250 0.203 0.143 0.114 
5 30 350 0.193 0.046 0.103 
6 30 450 0.191 0.030 0.100 
7 34 250 0.187 0.060 0.100 
8 34 350 0.173 0.032 0.090 
9 34 450 0.162 0.021 0.080 

______ 

Получили уравнения регрессии в кодированных значениях: 

 

2 2
1 1 2 1 2 1 2

2 2
2 1 2 1 2 1 2

2 2
3 1 2 1 2 1 2

0.194 0.009 0.008 0.003 0.013 0.002

0.061 0.004 0.033 0.002 0.031 0.018

0.104 0.003 0.009 0.001 0.013 0.003

Y X X X X X X
Y X X X X X X
Y X X X X X X

= − − − − +

= − − + − +

= − − − − +

 (3.6) 

Установили, что оба входных фактора оказывают равностепенное влия-
ние как на выход уксусной кислоты (y1), так и на объемный выход уксусной 
кислоты (y3) (p < 0,01). В обоих случаях наблюдали обратную зависимость – 
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более высокие значения выходных параметров достигались при более низких 
значениях температур и скорости вращения мешалки. В случае удельного вы-
хода уксусной кислоты (y2) существенное влияние оказывала только скорость 
вращения мешалки (р < 0,01). Графическая интерпретация уравнений в виде по-
верхностей отклика приведена на рисунке 3.6. Оптимальные значения выход-
ных параметров были достигнуты при 28 °C и 250 об/мин. 

(а) (б) 

(в) 
Рисунок 3.6 – Поверхности отклика зависимостей температуры среды, x1, °C и скорости 
вращения мешалки, x2, об/мин от (а) выхода уксусной к-ты, y1, г/г; (б) удельного выхода 
уксусной к-ты, y2, г/(г×ч) и (в) объемного выхода уксусной к-ты, y3, г/(дм3×ч) 

Практическое прогнозирование процесса дрожжегенерирования заклю-

чается в анализе условий процесса (температура культивирования, скорость 

вращения мешалки ферментера) при реализации в промышленных условиях с 

контролем количества уксусной кислоты в среде по технологическим картам 

(номограммам). 
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В ходе исследования проанализировали способность четырех штаммов 

дрожжей Brettanomyces (intermedius, bruxellensis, custersianus и clausenii) к вы-

работке уксусной кислоты в среде, содержащей глюкозу. Штамм B. bruxellensis 

был признан наиболее эффективным для биологического подкисления среды, 

в том числе, в пивоварении. Оптимальный расход воздуха при достижении мак-

симального объемного выхода уксусной кислоты (0,134 г/(дм3×ч)) и полном по-

треблении субстрата составляет 300 дм3/ч  [127]. 

С помощью статистических методов исследовали влияние температуры 

и перемешивания среды на выработку уксусной кислоты B. bruxellensis в среде, 

содержащей глюкозу при температурных режимах 26, 30, 34 °С и скоростях 

вращения мешалки 250, 350, 450 об/мин. Оптимальными условиями для макси-

мального объемного выхода уксусной кислоты – 0,114 г/(дм3×ч) были выбраны 

температура среды 28 °C и скорость вращения мешалки 250 об/мин. 

Данный уровень подкисления среды, контролируемый по величине объ-

емного выхода уксусной кислоты, позволяет сохранить требуемый показатель 

кислотности для пивного сусла, сохранения жизнеспособности дрожжевых 

клеток, в конечном итоге – органолептических показателей специфичных сор-

тов пива, изготовленных с применением дрожжей Brettanomyces. 
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ГЛАВА 4  ИЗУЧЕНИЕ КИНЕТИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК 

И МАТЕМАТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ПРОЦЕССА 

ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ ДРОЖЖЕЙ BRETTANOMYCES  

4.1 Исследование кинетики утилизации глюкозы дрожжами 

Brettanomyces bruxellensis 

Целью этапа исследований было изучение влияния режимов пропагации 

на кинетику процесса культивирования дрожжей Brettanomyces bruxellensis, 

а также разработка математической модели, позволяющей осуществить анализ 

процесса пропагации и описать в динамике накопление клеточной биомассы 

в аппарате. 

Кинетическая модель пропагации 

Предложенная математическая модель для анализа кинетики утилизации 

глюкозы, выхода этанола, биомассы и уксусной кислоты в процессе фермента-

ции модельной среды дрожжами Brettanomyces согласуется с известными зако-

номерностями культивирования микроорганизмов [128], при этом 

для математического описания процесса приняты следующие допущения: ре-

жимы при проведении экспериментов разделили на два вида: 1) аэробный ре-

жим – подача кислорода в среду в течение всего процесса культивирования 

(удельный расход 0,1 см3/см3×мин). В соответствии с условиями режима про-

исходит полная утилизация субстрата, основными продуктами ферментации 

являются этанол и уксусная кислота; 2) в системе созданы анаэробные условия 

(растворенный кислород присутствует только на начальном этапе процесса). 

Модель составлена на основе пяти уравнений для аэробного состояния 

(3.7)–(3.8). Где (3.7) – модель Андрюса, модифицированное уравнение Миха-

элиса–Ментен, нашедшее широкое применение в математическом анализе фер-

ментативной кинетики [20]. 

 max ,q
s i

q
s

K s sK x
µ µ=

+ +
  (3.7) 
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= = −
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где x – концентрация биомассы, г/дм3; s – концентрация глюкозы, г/дм3; p1, p2 – 

концентрация этанола и уксусной кислоты соответственно, г/дм3; μmax – макси-

мальная удельная скорость роста, 1/ч; Yx/s – выход биомассы по отношению 

к субстрату, г/г; α1 – отношение выхода этанола к выходу биомассы, г/г; α2 – 

отношение выхода уксусной к-ты к выходу биомассы, г/г; Ks – константа Ми-

хаэлиса, г/дм3; Ki – константа ингибирования (1/Ks) 1/г;  q – экcпоненциальный 

коэффициент. 

Для анаэробных условий модель составлена на основе системы уравне-

ний (3.7) и (3.8), в качестве продукта реакции обозначен этанол. Кривые кон-

центраций веществ оценивались путем аппроксимации экспериментальных 

данных и приближению их к полиномиальному значению. Параметр μmax полу-

чен из уравнения удельной скорости роста: 

 1 d
d
x

x t
µ =   (3.9) 

Параметры q и α2 были рассчитаны в программе Statistica. Конечные зна-

чения параметров ρ = [Yx/s α1 Ks Ki] получены путем линеаризации предложен-

ной модели относительно оцениваемых параметров и минимизации показателя 

эффективности методом наименьших квадратов, который включает линеариза-

цию Ym,l: 

 T
data, , data, ,

1
min ( ) ( ) ( )

N

l m l l m l
l

J Y Y Y Yρ
=

= − −∑   (3.10) 

Расчёт проводили с помощью симплексного метода Нелдера–Мида. Зна-

чения Ym,l были получены путем численного решения модели методом Рунге–

Кутты (функции входят в пакет анализа Statistica), начальным условием 
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служили экспериментальные значения в начале процесса (для аэробных усло-

вий X0, S0, P10, P20, для анаэробных – X0, S0, P10). Исходные условия, используе-

мые в модели, приведены в таблицах 4.1, 4.2. 

Таблица 4.1 – Начальные условия процесса при аэробном режиме 
культивирования и различных концентрациях уксусной кислоты 

Параметр, г/дм3 Концентрация уксусной к-ты, г/дм3 
1 2 3 4 

X0 0,01 0,019 0,01 0,01 
S0 48 51,93 46 48 
P10 0,01 0,03 0,01 0,01 
P20 1,22 2,23 3,5 3,95 

_______ 

Таблица 4.2 – Начальные условия процесса при анаэробном режиме 
культивирования и различных концентрациях уксусной кислоты 

Параметр, г/дм3 Концентрация уксусной к-ты, г/дм3 
1 2 3 4 5 6 

X0 0,04 0,019 0,03 0,05 0,04 0,05 
S0 50 47,2 48,8 49,2 50,2 49,6 
P10 0,06 0,03 0,001 0,052 0,01 0,06 

__________ 

Доверительные интервалы для параметров Yx/s, α1, Ks, Ki были получены 

статистическим методом [125], который включает нахождение якобиана мат-

рицы системы функций параметров модели: 

 
,1 ,1

1

1

m m

n n

y y

H
y y

η

η

ρ ρ

ρ ρ

∂ ∂ 
 ∂ ∂  =  
 ∂ ∂ 
∂ ∂  

 

  (8) 

Доверительные интервалы оценки каждого параметра на уровне вероят-

ности (1 – α1) были получены с помощью выражений, приведенных ниже: 

 2

1
( )

N
N
l l r

l
R H WH S

=

= ∑   (9) 

 1 min ( ) min ( )
r

J JS
f nl
ρ ρ

η
= =

−
  (10) 
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 vii, 21 t
i i t f Rαβ ρ  = ± − 

 
  (11) 

где t (f, 1 – αt/2) – значение t-распределения для f степеней свободы и (1 – αt/2) 

вероятностей; Rvii
1/2 – квадратные корни диагональных элементов мат-

рицы R [125]; W – весовая матрица. 

При моделировании использовали конечные значения, которые сравни-

вали с экспериментальными данными и кинетикой процесса (рисунки 4.1, 4.2). 

В таблицах 4.4, 4.4 приведены конечные значения параметров и доверительные 

интервалы для обоих условий: значения μmax, q и α2 для аэробного режима при-

ведены в таблице 4.5; значения μmax и q для анаэробного режима – в таб-

лице 4.6. 

Таблица 4.3 – Доверительные интервалы при аэробном режиме 
культивирования и различных концентрациях уксусной кислоты 

Параметр Концентрация уксусной к-ты, г/дм3 
1 2 3 4 

Yx 0.13 ± 0.012 0.097 ± 0.008 0.082 ± 0.01 0.092 ± 0.017 
Ks, г/дм3 21.51 ± 5.60 10 ± 3.75 9.36 ± 2.19 10 ± 3.2 
α1, г/дм3 2.21 ± 0.19 3.6 ± 0.34 5.81 ± 0.75 3.97 ± 0.79 
Ki, г/дм3 2.58 ± 0.25 1.77 ± 0.18 2.21 ± 0.27 1.84 ± 0.33 

___________ 

Таблица 4.4 – Доверительные интервалы при анаэробном режиме 
культивирования и различных концентрациях уксусной кислоты 

Парамет
р 

Концентрация уксусной к-ты, г/дм3 
1 2 3 4 5 6 

Yx 0.094 ± 0.00
8 

0.095 ± 0.00
6 

0.095 ± 0.01
4 

0.074 ± 0.01
3 

0.061 ± 0.0
1 

0.063 ± 0.01
8 

Ks, г/дм3 5.04 ± 8.53 12.68 ± 2.56 10 ± 10.38 20 ± 7.06 20.68 ± 4.6
6 

27.73 ± 12.4
3 

α1, г/дм3 5.27 ± 0.45 5.52 ± 0.35 4.34 ± 0.67 6.66 ± 1.19 6.77 ± 1.18 7.11 ± 2.54 
Ki, г/дм3 7.03 ± 0.63 2.41 ± 0.16 9.91 ± 1.52 3.35 ± 0.56 1.96 ± 0.31 2.81 ± 0.87 

____________ 
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(а) (б) 

  
(в) (г) 

Рисунок 4.1 – Кинетика процесса при аэробном режиме культивирования 
и различных концентрациях уксусной кислоты: (а) 1 г/дм3, (б) 2 г/дм3, (в) 
3 г/дм3 и (г) 4 г/дм3; символы представляют собой экспериментальные данные 
(■ – биомасса, ♦ – субстрат; ▲ – этанол; ● – уксусная кислота), сплошные 
линии – данные моделирования 

______ 
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(а) (б) 

  
(в) (г) 

  
(д) (е) 

Рисунок 4.2 – Кинетика процесса при анаэробном режиме культивирования и различных 
концентрациях уксусной кислоты: (а) 1 г/дм3, (б) 2 г/дм3, (в) 3 г/дм3, (г) 4 г/дм3, (д) 5 г/дм3 и 
(е) 6 г/дм3; символы представляют собой экспериментальные данные (■ – биомасса, ♦ – 
субстрат; ▲ – этанол), сплошные линии – данные моделирования 
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Таблица 4.5 – Рассчитанные параметры процесса при аэробном режиме 
культивирования и различных концентрациях уксусной кислоты 

Параметр Концентрация уксусной к-ты, г/дм3 
1 2 3 4 

μmax, 1/ч 0,2624 0,0959 0,052 0,0537 
α2, г/дм3 0,55 0,55 0,65 0,3 

q 1 1 2 3 
________ 

Таблица 4.6 – Рассчитанные параметры процесса при анаэробном режиме 
культивирования и различных концентрациях уксусной кислоты 

Параметр Концентрация уксусной к-ты, г/дм3 
1 2 3 4 5 6 

μmax, 1/ч 0,2816 0,1171 0,2079 0,1258 0,0536 0,0397 
q 1 1 1 2 3 3 

_______ 

Оценка влияния аэрации на кинетику процесса при концентрациях уксусной 

кислоты 1, 2, 3 и 4 г/дм3 приведена на рис. 4.1. В первых двух случаях 

(рис. 4.1 а,б) выход этанола и уксусной кислоты увеличивались. На рис. 4.1 в,г 

видно, что субстрат не был полностью израсходован, а концентрации этанола 

и уксусной кислоты снизились. Похожую динамику можно отметить для анаэроб-

ного режима – для уксусной кислоты с концентрацией 1 и 2 г/дм3 субстрат был 

полностью израсходован, наблюдалось увеличение концентрации этанола 

(рис. 4.1 а,б); для образца с содержанием уксусной кислоты 3–6 г/дм3 субстрат 

не был полностью утилизирован, выход продуктов уменьшился, а изменение кон-

центрации уксусной кислоты не произошло на протяжении всего процесса пропа-

гации. Можно отметить, что выход этанола был выше в анаэробных условиях, 

однако концентрация уксусной кислоты оставалась постоянной. В аэробных усло-

виях концентрация уксусной кислоты увеличивалась, причем наибольшая вели-

чина достигалась при наименьшей начальной концентрации ингредиента среды 

(см. рис. 4.1 а). 

Различное поведение дрожжей объясняется ингибирующим воздей-

ствием уксусной кислоты, образующейся при брожении на метаболизм 
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глюкозы. Различные исследования, посвященные изучению данного вопроса, 

определяют токсичность уксусной кислоты на уровне цитоплазмы клетки, где 

присутствуют ферменты, участвующие в гликолизе. Токсичность этой кислоты 

зависит от внешнего рН, потому что несвязанная форма является активной фор-

мой, которая легче проникает в клеточную мембрану; оказавшись внутри, она 

диссоциирует, вызывая модификацию рН внутри клетки. В главе 3 показано 

полное ингибирование роста и снижение потребления глюкозы Brettanomyces 

bruxellensis в среде, содержащей >7 г/дм3 уксусной кислоты в аэробных усло-

виях при расходе воздуха 180 дм3/ч. Результаты, полученные в работе, свиде-

тельствуют о значительном влиянии условий аэрации и концентрации 

уксусной кислоты на дрожжи Brettanomyces bruxellensis. 

Выводы 

Для образцов сред с концентрациями уксусной кислоты 1 и 2 г/дм3 отме-

чено полное потребление субстрата дрожжами Brettanomyces bruxellensis как 

в аэробных, так и анаэробных условиях, причем в аэробных условиях отмечали 

интенсивное накопление этанола и рост клеточной биомассы, при реализации 

анаэробного режима данная динамика сохранялась [129]. Для образцов с кон-

центрациями уксусной кислоты более 2 г/дм3 утилизация субстрата была не-

полной. Интенсивность роста биомассы снизилась, уменьшилось содержание 

этанола, в анаэробных условиях концентрация уксусной кислоты оставалась 

постоянной, в аэробных условиях – увеличивалась. Предложенная математиче-

ская модель отражает кинетику процесса пропагации, может быть использо-

вана в практике для анализа процессов, реализуемых с помощью большинства 

микробных культур, применяемых для ферментации углеводсодержащих сред.  

Для оценки параметров модели применяли статистические методы расче-

тов. Уровень адекватности предложенной модели составляет 8–10 %. 
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4.2 Моделирование процесса брожения 

Математическая модель роста биомассы 

При математическом моделировании процесса брожения пивного сусла 
рассматривали потребление дрожжами Brettanomyces трех основных углево-
дов – глюкозы, мальтозы и мальтотриозы. 
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 (4.11) 

где G, M, N, X – концентрация глюкозы, мальтозы, мальтотриозы и биомассы 
соответственно, моль/м3; μ1–3 – удельные скорости поглощения глюкозы, маль-
тозы и мальтотриозы соответственно, 1/ч. 
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где μi – максимальная скорость реакции, 1/ч; Ki – константа Михаэлиса, 
моль/м3; K`i – константа ингибирования i-го сахара, моль/м3; i = G, M, N. 

Зависимость константы скорости роста от температуры задана уравне-
нием Аррениуса: 
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где μi0, Ki0, K`i0 – фактор частоты соответствующей константы. 



62 

 

Скорость продуцирования биомассы задана уравнением: 

 = X
dX X
d

µ
τ

 (4.14) 

где 1 2 3= ( )X XG XM XNY Y Yµ µ µ µ+ + , YXi – коэффициент выхода, моль био-

массы/моль i-го сахара. 
Было установлено, что рост дрожжей ограничивается наличием ненасы-

щенных жирных кислот и липидов в сусле [124]. Процесс деления клеток мо-
жет продолжаться до тех пор, пока необходимые компоненты могут быть 
получены из субстрата или синтезированы внутри клетки. Ненасыщенные жир-
ные кислоты, используемые в мембранах, не могут быть синтезированы клет-
кой при отсутствии кислорода. Таким образом, количество ненасыщенных 
жирных кислот, присутствующих в питательной среде, становятся лимитирую-
щим фактором роста в анаэробном режиме. 

Рассмотрим это ограничение как механизм торможения обратной связи 
для роста клетки, тогда уравнение (4.14) можно преобразовать к виду: 

 1 2 3 2
0

= ( )
( )

X
X XG XM XN

X

KY Y Y
K X X

µ µ µ µ+ +
+ −

 (4.15) 

где KX – эмпирическая константа ингибирования роста дрожжей, моль/м3; X0 – 
начальная концентрация дрожжей, моль/м3 

Известно, что выход этанола пропорционален количеству потребляемых 
сбраживаемых углеводов: 

 = EG EM EN
dE dG dM dNY Y Y
d d d dτ τ τ τ

 − + + 
 

 (4.16) 

где E – концентрация этанола, моль/м3. 
Температура среды определяется энергетическим балансом, который 

включает в себя удельную теплоту реакции спиртового брожения. 

 1= FG FM FN
p

dT dG dM dNH H H
dt C dt dt dtρ

 ∆ + ∆ + ∆ 
 

 (4.17) 

где T – температура, ℃; ρ – плотность сусла, кг/м3; Cp – удельная теплоемкость 
сусла, кг/(моль×K); ΔHFi – энтальпия образования i-го сахара, Дж/моль. 
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Математическая модель питания клеток 

Образование некоторых ароматических соединений в пиве, таких как выс-

шие спирты, связаны с потреблением аминокислот. Эти аминокислоты исполь-

зуются клеткой в первую очередь в качестве компонентов для формирования 

структурных и функциональных белков [130]. При высокой скорости роста клет-

кам необходимо больше аминокислот. Таким образом, скорость усвоения амино-

кислот дрожжами обратно пропорциональна скорости роста биомассы дрожжей. 

Еще одно явление, связанное с потреблением аминокислот, – это за-

держка потребления аминокислот в лаг-фазе в начале брожения (D). Одной из 

возможных причин возникновения данного фактора может быть то, что 

в начале брожения ферменты, необходимые для транспортировки аминокислот 

через клеточные мембраны, содержатся внутри клеток в незначительном коли-

честве [14]. Это подтверждается тем, что дрожжи содержатся в среде относи-

тельно свободной от питательных веществ, в условиях, не связанных с ростом, 

до их введения в сусло.  

Рассмотрим три аминокислоты: лейцин (L), изолейцин (I), валин (V) 

и связанные с ними уравнения: 

 

( )

( )

( )

=

=

=

LX
L

IX
I

VX
V

dL dX LY D
dt dt K L
dI dX IY D
dt dt K I

dV dX YY D
dt dt K V

−
+

−
+

−
+

 (4.18) 

где /= 1 dD e τ τ−−  – задержка потребления аминокислоты первого рода; τ – 

время, ч; τd – константа времени первого рода, ч; YjX – коэффициент выхода, 

моль j-ой аминокислоты/моль биомассы; j = L, I, V. 

Степень и эффективность потребления дрожжами аминокислот опреде-

ляет качественные и количественные характеристики образования побочных 
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продуктов брожения, отвечающих за вкусо-ароматический профиль 

напитка [3, 131–133]. 

Математическая модель синтеза вторичных и побочных продуктов брожения 

сусла дрожжами Brettanomyces 

Для моделирования рассмотрены четыре основные категории ароматиче-
ских соединений пива: высшие спирты (принимаем, что их содержание должно 
быть сведено к минимуму), эфиры (основные компоненты аромата пива, 

должны присутствовать концентрациях, которые выше пороговых значений), 
вицинальные дикетоны (должны присутствовать в пиве в следовых количе-
ствах,) карбонильные соединения, в частности, ацетальдегид (должны быть от-
мечены в умеренных концентрациях). 

Высшие спирты – основные побочные продукты спиртового брожения, 
могут участвовать в сложении аромата пива, в значительных количествах при-
давать оттенки пластика, тона растворителя.  

Выявлены два основных биохимических пути формирования высших 
спиртов дрожжами – синтетический путь и механизм Эрлиха, при образовании 
спиртов происходит декарбоксилирование оксикислот ферментами дрожже-
вых клеток. Основными факторами, влияющими на скорость формирования 
высших спиртов, являются потребление клетками углеводного питания и ами-
нокислот. 

Для математического моделирования спиртового брожения пивного сусла 
дрожжами Bretttanomyces рассматривали четыре соединения: изобутиловый 
спирт (IB), изоамиловый спирт (IA), 2-метил-l-бутанол (MB) и н-пропанол (P) 

Общее уравнение 

 / /

[ ]
=

[ ]
IAAj j

OH j s X OH Xj E AA
IAA jj

Kd OH
Y X Y

dt K AA µµ +
+

 (4.19) 

где jOH  – спирт, полученный из оксикислоты, которая соответствует амино-

кислоте jAA . 
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Первая часть уравнения с правой стороны определяет механизм синтети-
ческого пути, который лимитирован высокой концентрацией аминокислот. 
Вторая часть представляет собой механизм Эрлиха, реализация которого при-
водит к образованию количества высших спиртов, пропорциональному уровню 
потребления аминокислот. Известно, что количество высших спиртов, образу-
емых синтетическим путем, незначительно, по сравнению с механизмом Эр-
лиха [108]. Поэтому игнорируем первый член уравнения. 

Соответствующие уравнения для трех представителей высших спиртов 
приведены ниже. 

 

1= =

1= =

1= =

IB Y Y

IA L L

MB I I

dIB dVY X
d X a
dIA dLY X
dt X ac

dMB dIY X
dt X dt

µ µ
τ τ

µ µ

µ µ

−

−

−

 (4.20) 

Формирование н-пропанола связано с участвующих потреблением ами-
нокислот валина и изолейцина, тогда уравнение имеет вид:  

 ( )= PE Y I
dP Y X
d

µ µ
τ

+  (4.21) 

Cинтез эфиров имеет большое значение, поскольку они представляют со-
бой крупнейшую группу ароматических соединений в пиве. В модели рассмат-
ривали три соединения: этилацетат (EA), этилкапроат (EC) и изоамилацетат (IAc). 

Эфиры образуются путем ферментативной переэтерификации этилового спирта 
в результате усвоения углеводов клеткой, следовательно, способность к этерифи-
кации выше при более высоких скоростях потребления углеводов сусла.  

 

( )1 2 3=

=

=

EA

EC X

IAc IA

dEA Y X
dt

dEC Y X
dt

dIA Y X
dt

µ µ µ

µ

µ

+ +

, (4.22) 
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В процессе брожения происходит синтез вицинальных дикетонов (VDK) 
дрожжами. Поскольку динамика накопления диацетила и 2,3-пентандиона 
идентична, эти два соединения объединены в одной переменной – VDK, урав-

нение имеет вид: 

 ( ) ( )= VDK X VDK
d VDK

Y X K VDK X
dt

µ −  (4.23) 

Динамика выработки ацетальдегида (AAL) аналогична VDK, – он форми-

руется в начале процесса брожения, затем потребляется в конце процесса. Вы-
ход ацетальдегида рассматривали, главным образом, относительно скорости 
усвоения углеводов клеткой, нежели скорости роста клеток. В этом случае 
уравнение принимает вид: 

 ( ) ( ) ( )1 2 3= AAl AAl
d AAl

Y X K AAl X
dt

µ µ µ+ + −  (4.24) 

Решение задачи моделирования 

Исходные данные моделирования приведены в табл. 4.7. 

Таблица 4.7 – Начальные концентрации компонентов для математического 
моделирования брожения пивного сусла дрожжами Brettanomyces 
Начальная концентрация компонента, моль/м3 Символ Значение 

Глюкоза G0 70 
Мальтоза M0 220 
Мальтотриоза N0 40 
Дрожжи X0 125 
Лейцин L0 1,3 
Изолейцин I0 0,6 
Валин V0 2,1 

_Была составлена ______ 

В результате математического моделирования проведены расчеты с ис-
пользованием ПО Matlab методом решения ОДУ ode15s. Интервал интегри-

рования составлял 250 часов. Было установлено допущение, что температура 
брожения не подвергалась контролю и увеличивалась из-за экзотермической 

метаболической реакции внутри дрожжевых клеток.  
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Написана программа для расчета максимальных концентраций побочных 
и вторичных примесей брожения в пиве при применении для сбраживания 
дрожжей Bretttanomyces. Текст программы приведен в приложении В. Резуль-

таты моделирования представлены графическими зависимостями (рис. 4.3, 4.4). 

  
(а) (б) 

 
(в) 

Рисунок 4.3 – Результаты расчетов модели роста (а, б) и питания (в) 

______________ 
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Рисунок 4.4 – Результаты расчетов модели для ароматических компонентов пива 

В ходе исследования разработали математическую модель фермента-
ции пивного сусла, основанную на известных биохимических превращениях. 
Общую модель можно подразделить на три модели: роста, питания и форми-
рования ароматических соединений. Предложенная модель обладает харак-
теристиками точного описания поглощения сахаров и аминокислот, а также 
выработки различных вкусовых и ароматических соединений, связанных с 
ферментацией пива. Модель считается адекватной для использования в оце-
ночных и контрольных исследованиях прогнозирования этапа ферментации 
с заданными свойствами, а также применима в целях оптимизации процессов 
брожения. 
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ГЛАВА 5 ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ ОСНОВНЫХ 

РЕЗУЛЬТАТОВ РАБОТЫ 

5.1 Установка для пропагации чистой культуры дрожжей 

Заключительным этапом работы являлось применение технических ре-
шений по модификации установки для пропагации дрожжей Brettanomyces в 
цеховой стадии в условиях пивопроизводства. 

 Существующие установки для пропагации пивных дрожжей обладают 
рядом недостатков, таких, например, как расположение нагревательного эле-
мента в нижней части аппарата, за счет чего снижается эффективность тепло-
передачи в объеме суспензии; неравномерное использование полезного объема 
аппарата и сложность его очистки при условии установки центральной-рецир-
куляционной трубы внутри аппарата, а также повышенные энергозатраты 
на привод электродвигателя роторного насоса для рециркуляции дрожжевой 
массы [98]. 

Определенные проблемами при эксплуатации таких установок можно 
считать повышенные капитальные затраты, и вероятность заражения чистой 
культуры дрожжей, связанные с расположением системы аэрации и рециркуля-
ции разбраживаемой массы вне аппарата; сложность монтажа в условиях ма-
лых пивоваренных предприятий и т. д. [134]. 

Для устранения существующих недостатков предложена установка 
для пропагации чистой культуры дрожжей (рисунок 5.1), которая содержит 
пропагатор 1 на регулируемых опорах (общий вид – см. рис. 5.2), рассчитан-
ный на давление до 2 бар, состоящий из вертикальной емкости 2 с конусным 
дном 3 и полусферической крышкой 4, рубашки охлаждения 5 для циркуляции 
в ней хладоносителя, системы подогрева и стерилизации сусла 6, аэратора 
с игольчатым регулятором подачи 7, диоптра 8, CIP установки 9 c моющей го-
ловкой 10 и насосом 11, парогенератора 12 с кранами заполнения 13, контроля 
уровня 14 и вакуумным клапаном 15, датчика температуры 16, крана 17, шту-
церов хладагента 18 и сжатого воздуха 19, приборов контроля и автоматиче-
ского поддержания температуры 20. Установка также включает емкость 
брожения 21 [135]. 
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Рисунок 5.1 – Установка для пропагации ЧКД 

Перед началом работы все линии промывают водой и стерилизуют па-

ром. Чистку установки производят с помощью системы безразборной мойки 

(CIP) 7. Для начала открывают полусферическую крышку 4 пропагатора 1, опо-

ласкивают струей воды внутренние поверхности пропагатора 1 (кран 17 от-

крыт). Закрывают полусферическую крышку 4 и набирают во внутреннюю 

полость через кран 17 горячий щелочной беспенный раствор (80 °С). Подклю-

чают всасывающий патрубок насоса к крану 17, а нагнетательный к разъему 

моющей головки 10 и включают насос 11. Циркуляцию раствора продолжают 

в течении 20 мин, контролируя визуально через диоптр 8. Выключают 

насос 11, сливают щелочной раствор через кран 17, и промывают водой с pH 

близкому к нейтральному все элементы, прошедшие щелочную обработку. За-

тем, в той же последовательности, проводят обработку холодным (20 ℃) дез-

инфицирующим раствором на основе надуксусной кислоты в течении 20 мин 

с последующим ополаскиванием водой с pH близкому к 7. 
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Рисунок 5.2 – Общий вид пропагатора ЧКД 

Для работы установки требуется подключение подачи хладогента к шту-

церу 18 и сухого стерильного сжатого воздуха к штуцеру 19. После мойки 

и стерилизации дезинфицирующим раствором, пропагатор 1 заполняют через 

кран 17 горячим или холодным суслом в объеме 0,9 рабочего объема пропага-

тора 1. Наливают воду в парогенератор 12 через кран 13 при открытом кране 

контроля уровня 14 и вакуумном клапане 15 до момента выхода воды через 

кран контроля уровня 14. Закрывают краны 13 и 14. 

Проводят стерилизацию в автоматическом режиме – устанавливают тем-

пературу охлаждения (до 25 °C), режимы включения/выключения охлаждение 

водой/хладагентом. Охлаждение хладагентом производится до температуры 

охлаждения. После этого автоматически происходит стерилизация сусла при 

помощи системы подогрева и стерилизации сусла 6, установленной на конусе 3 
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пропагатора 1, и затем охлаждения при помощи рубашки охлаждения 5 до тем-

пературы, оптимальной для выращивания данной культуры дрожжей 

(табл. 5.1). 

В условиях стерильности вносят в пропагатор 1 через дезинфицирован-

ный диоптр 8 чистую культуру дрожжей. 

Проводят аэрацию воздухом через штуцер сжатого воздуха 19 и аэратор 

с игольчатым регулятором подачи 7 в автоматическом режиме – 15 мин через 

каждые 2 ч в течении 2 суток при температуре 28,0 °С, температуре хранения 

23,0 °С и изменении температуры 0,2 °С в час. 

В процессе выращивания дрожжей в пропагаторе 1 поддерживается за-

данная температура и производится аэрация с учетом требований, предъявляе-

мых к специфике штаммов дрожжей. В зависимости от срока готовности 

и типа дрожжей предусмотрено 6 режимов автоматического контроля над про-

цессом выращивания (табл. 5.1). 

Таблица 5.1 – Технологические режимы разведения чистой культуры дрожжей 
(по ИК-10-04-06-140-87) 

№ п/п Режим разведения Срок готовности, суток 
Для лагерного типа дрожжей 

1 Быстрый 2 
2 Ускоренный 4 
3 Стандартный 7 

Для элевого типа дрожжей 
4 Быстрый 2 
5 Ускоренный 4 
6 Стандартный 7 

__________ 

Для перекачки дрожжей в танк для брожения к штуцеру сжатого воз-

духа 19 подключают стерильный сжатый воздух или углекислый газ. Пропага-

тор 1 соединяют с емкостью брожения 21 стерильным шлангом и через кран 17 

задают требуемое количество дрожжей. 

После всех операций проводят процедуру CIP мойки. 
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Преимущества предлагаемой установки для пропагации чистой культуры 
дрожжей заключаются в том, что рециркуляция сусла в пропагаторе осуществ-
ляется аэрацией, что обеспечивает снижение себестоимости готового пива 
на малых пивоваренных производствах. 

Предлагаемая установка для пропагации позволяет: 
– повысить эффективность пропагации различных видов дрожжей 

для малых пивоваренных предприятий; 
– снизить капитальные затраты на монтаж, сборку и очистку аппарата 

ввиду простоты его конструкции; 
– сократить затраты на разведение и хранение дрожжей при помощи 

средств контроля количества дрожжевых клеток и температуры питательной 
среды и, следовательно, снизить себестоимость готового пива. 

5.2 Технология пива с применением дрожжей Brettanomyces 

Блок-схема производства пива по предложенной технологии с примене-
нием дрожжей Brettanomyces включает отделения (рис. 5.3): I – варочный цех; II – 
дрожжерастильное отделение; III – цех брожения и розлива готовой продукции. 

Рецептура основного продукта в ассортиментной линейке пива с приме-
нением дрожжей Brettanomyces приведена в таблице 5.2. 

Таблица 5.2 – Рецептура пива 

Наименование сырья Расход сырья на 1 дал 
«Фламандский красный эль 

Солод светлый, кг 0,42 
Солод карамельный, кг 0,05 

Солод «Мюнхенский», кг 1,85 
Кукурузная крупа, кг 0,03 

Хмель гранулированный, горький, кг 0,0028 
Хмель гранулированный, горько-ароматный, кг 0,00585 

Хмель гранулированный, ароматный, кг 0,0028 
Дрожжи пивные, кг 0,001 

__________ 

Производство пива с применением дрожжей Brettanomyces включало этапы 
[136, 137]: приготовление охмеленного пивного сусла; приготовление засевных 
дрожжей в установке для пропагации, сбраживание пивного сусла с применением 
пропагации дрожжей Saccharomyces и Brettanomyces; розлив пива. 
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Пиво вырабатывали на установке: заторно-сусловарочный аппарат, филь-

трационный и гидроциклонный аппараты, теплообменник, пропагатор, цилин-

дроконический танк брожения, аппарат дображивания (форфас) и машина 

по розливу готового напитка в тару. 

Фракционный состав помола составлял: шелуха 15–20 %; крупная крупка 

15–20 %; мелкая крупка 30–40 %; мука 20–30 % (по ИК-10-04-06-140-87). Про-

цесс приготовления осахаренного затора проводили с использованием настой-

ного (инфузионного) способа в заторно-сусловарочном аппарате (1,3). 

Гидромодуль при затирании составлял 1:4. 

При переработке солода с экстрактивностью 80–82 % применяли следу-

ющий режим затирания: дробленый солод смешивали с водой при температуре 

42 ℃ при соотношении дробленого солода и воды 1:4–4,5. Проводили коррек-

тировку рН затора до значений 5,5–5,6 внесением молочной кислоты, затира-

ние – по режиму: выдержка при 42–44 ℃ – 40 мин; подогрев до 62о С – 30 мин; 

выдержка при 62–64 ℃ – 40 мин; подогрев до 72 ℃ – 15 мин; выдержка при 72–

74 ℃ – 40 мин; подогрев до 78 ℃ – 10 мин. 

По окончании осахаривания затор перекачивали в фильтрационный аппа-

рат 2, оставляли на 20–30 мин, температуру затора поддерживали в пределах 

72–75 ℃. Первые порции сусла возвращали в фильтрационный аппарат. Про-

зрачное сусло направляли в заторно-сусловарочный аппарат. Дробину после 

промывки удаляли из фильтрационного аппарата через боковой люк. 

Перекачивание дрожжей Saccharomyces из пропагатора в бродильный ап-

парат осуществляли через шланги за счет увеличения давления в пропагаторе 

с целью освобождения пропагатора для последующей мойки и подготовки 

дрожжей Brettanomyces. После перекачки дрожжей пропагатор промывали 

с помощью системы СИП, обрабатывали паром, затем охлаждали.  

Кипячение сусла с хмелем проводили по режиму: норму внесения хмеля 

в пересчете на   воздушно-сухое вещество определяли по рецептуре, исходя из 

содержания α-кислоты в хмелепродуктах (по ИК-10-04-06-140-87). 



 

 

 
Рисунок 5.3 – Блок-схема производства пива 
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Хмель гранулированный вносили в три приема: 1 порция – 40 % в мо-

мент закипания сусла, 2 порция – 50 % через 30 мин. после закипания, 3 пор-

ция – 10 % за 10 мин до конца кипячения. Продолжительность процесса 

кипячения сусла с хмелем составляла 1,5 ч. 

Сусло после кипячения подавали в гидроциклонный аппарат 4 через тан-

генциальный патрубок после окончания перекачивания сусла, выдерживали па-

узу в течение 20 мин, отделяли осадок. 

Перекачку горячего сусла на пропагацию осуществляли с помощью цен-

тробежного насоса через нижний патрубок пропагатора 6. После этого автома-

тически происходила стерилизация сусла при помощи системы подогрева 

и стерилизации, установленной на конусе пропагатора, затем охлаждение до 

температуры +25 ℃. 

В условиях стерильности через дезинфицированный диоптр вносили 

в пропагатор сухие (или жидкие) дрожжи Brettanomyces или Saccharomyces. 

Проводили аэрацию воздухом через штуцер сжатого воздуха и аэратор с иголь-

чатым регулятором подачи в автоматическом режиме – 15 мин через каждые 

2 ч в течение 4 сут при температуре 28,0 °С и изменении температуры 0,2 °С 

в час. 

В процессе выращивания дрожжей в пропагаторе поддерживали задан-

ную температуру и проводили аэрацию с учетом требований, предъявляемых 

к специфике применяемых дрожжей Saccharomyces и Brettanomyces. 

Охлаждение сусла осуществляли прокачиванием сусла с помощью цен-

тробежного насоса через пластинчатый теплообменник 5 до достижения тем-

пературного значения 12–18 оС в течение 1 ч. На выходе из теплообменника 

сусло с помощью аэратора насыщали кислородом (обеспложенный воздух). 

Охлажденное и насыщенное кислородом сусло направляли в бродильный аппа-

рат 7, где находились засевные дрожжи Saccharomyces, подготовленные в про-

пагаторе. 
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Физиологически активные и микробиологически чистые дрожжи отве-
чали требованиям: 

– содержание дрожжевых клеток, не менее 100–140 млн/см3; 
– наличие мертвых клеток, не более 3 %; 
– присутствие дрожжей других видов – не допускается. 
Норма введения густых дрожжей Saccharomyces, составляла 0,5–1,0 % 

от объема бродильного аппарата, при этом концентрация дрожжевых клеток 
в бродящем сусле составляла 15 млн/см3. 

Брожение проводили до достижения видимого экстракта 3,8–4,0 %, при 
этом содержание дрожжевых клеток в пиве, передаваемом на дображивание, 
составляла 2,5 млн/см3. Окончание брожения определяли по снижению массо-
вой доли экстракта в пиве на 0,1–0,2 % в течение 24 ч. 

Во время перекачки в аппарат дображивания пиво инокулировали раз-
водкой дрожжей (Brettanomyces bruxellensis), подготовленной в дрожжера-
стильном отделении II из 30 г ЧКД дрожжей, 30 и 600 см3 сусла плотностью 
13 % в пропагаторе 6. Режимы дрожжегенерирования приведены в табл. 5.1. 

Дображивание пива проводили в аппаратах под давлением 8 в течение 30 
сут при температуре 0–2 ℃. 

Пиво разливали при температуре от +2 до + 5 °С в кеги и другие виды 
тары, разрешенные к применению. 

Определяли органолептические и основные физико-химические показа-
тели готовых образцов пива в соответствии с разработанными рецептурами 
(табл. 5.3, 5.4).  

Окончательное дображивание пива проходило в классических аппаратах 
дображивания 8 или в стеклянных бутылках после розлива 9.  

При дображивании в бутылках в молодое пиво вносили праймер (раствор 
сахарозы с массовой долей 10 % в количестве 4,5 см3/дм3), а затем пиво разли-
вали в бутылки с помощью машины для розлива 9. Вторичное дображивание 
продолжали в течение 15 сут при температуре 20 °C. Окончательным этапом 
являлось хранение бутылок в прохладном месте при температуре 4 °С для пол-
ного осаждения дрожжей. 
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Таблица 5.3 – Органолептические показатели пива 

Наименование 
показателя 

Характеристика и норма для пива непастеризованного 
«Фламандский красный эль 

Внешний вид Прозрачная красновато-коричневая пенящаяся жидкость без посторонних 
включений 

Аромат 
Сброженный солодовый, ярко выраженный, без посторонних запахов. 
Фруктовые, фенольные оттенки с нотами ванили, выражен кислотный 

оттенок 

Вкус 
Выражен интенсивный кислотный характер с умеренной хмелевой 

горечью. Присутствует фруктовый привкус красной смородины, пряный 
фенольный оттенок 

______ 

Таблица 5.4 – Характеристика физико-химических показателей образцов пива 

Наименование показателя, ед. изм. Фламандский 
красный эль 

Экстрактивность начального сусла, % 12,0 
Объемная доля спирта, % 5,0 

Кислотность, к. ед. 3,2 
Цвет, ц. ед. 2,0 

Высота пены, мм, не менее 40 
Пеностойкость, мин 3 

Массовая доля диоксида углерода, %, не менее 0,40 
Энергетическая ценность, ккал/кДж в100г пива 46/218 

Углеводы, г в 100г пива, не более 4,7 
______ 

5.3 Исследование сенсорного профиля образцов пива 

Динамика утилизации сбраживаемых углеводов дрожжами Brettanomyces 

(три вида) и изменение концентрации ароматических соединений в процессе 

брожения сусла и дображивания пива представлено на рис. 5.5, 5.4 

При применении B. bruxellensis отмечена наибольшая выработка этила-

цетата, отвечающего за «фруктовый» аромат, что подтверждает сведения об ис-

пользовании данного вида Brettanomyces, который позволяет получить более 

заметные фруктовые тона по сравнению с другими видами. B. bruxellensis 

можно рассматривать как вид дрожжей Brettanomyces, наиболее подходящий 

для производства элей, специальных типов пива (рис. 5.5). Синтез вициналь-

ных дикетонов при сбраживании отвечает за «маслянистый» вкус, данные ком-

поненты являются продуктами жизнедеятельности дрожжей S. cerevisiae. 
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B. bruxeellensis 

 
B. claussensii 

 
B. lambicus 

Рисунок 5.4 – Изменение концентрации ароматических соединений 
в процессе брожения 
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B. bruxeellensis 

 
B. claussensii 
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Рисунок 5.5 – Потребление сбраживаемых углеводов дрожжами Brettanomyces 
в процессе брожения 
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В исследовании отображена корреляция между уровнями синтеза эфиров 

и высоким выходом этанола, который как известно, зависит от вида и штамма 

микроорганизмов (рис. 5.4). Сравнительно невысокая скорость утилизации 

сбраживаемых компонентов среды, видимо, приводит к сниженному количе-

ству эфиров при применении вида B. claussenii. Доли мальтозы и мальтотриозы, 

потребляемые различными видами Brettanomyces при дображивании, относи-

тельно равны, можно отметить, что дрожжи Brettanomyces потребляют данные 

углеводы при дображивании с большей интенсивностью, чем при броже-

нии [138, 139]. 

5.4 Расчет технико-экономических показателей 

Производственная мощность 

Производственная мощность пивоваренного завода малой мощности 

определяли в декалитрах пива, выпускаемого в заданном ассортименте в тече-

ние календарного года (90 000 дал/год). 

 ,М Н Ф п= ⋅ ⋅  (5.25) 

где Н – техническая норма производительности ведущего оборудования, дек./ч; 

Ф – фонд времени работы оборудования за год, ч; п – количество оборудова-

ния, шт. 

С учетом коэффициента использования производственной мощности (Км) 

принимается фактическая производительность КО (Пгод, млн. дек.): 

 .год мП М К= ⋅  (5.26) 

Рассчитывали суточную производительность (Псут, тыс. ед.): 

 / ,сут годП П Д=  (5.27) 

где Д – количество дней работы предприятия в году, сут. 

Годовой фонд времени работы предприятия определяли по форме таб-

лицы 5.5. На основе суточной производительности предприятия и годового 

фонда времени работы рассчитывали производственную программу в нату-

ральном и стоимостном выражении в виде таблицы 5.6. 
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Таблица 5.5 – Годовой фонд времени работы предприятия 
Показатели Количество дней 

Календарное число дней 365 
Время на капитальный ремонт 65 

ИТОГО нерабочих дней 65 
ВСЕГО рабочих дней 300 

______ 

Таблица 5.6 – Производственная программа 
Наименование 

продукции 
Годовой фонд 
времени, сут. 

Производство 
продукции, дал/сут. 

Производство 
продукции, дал/год 

«Фламандский 
красный эль» 300 16,0 4800,0 

«Традиционное» 300 284,0 85200,0 
Итого  300,00 90000,00 

______ 

Материальные затраты 

Расчет затрат на рабочие машины и оборудование представлены в таб-

лице 5.7–5.8. 

Таблица 5.7 – Расчет затрат на рабочие машины и оборудование 
(без применения пропагации) 

Наименование оборудования Количество  
единиц оборудования 

Стоимость 
единицы 

оборудования, р. 

Общая сумма затрат 
на оборудование, р. 

Дробилка двухвальцовая 1 85000 85000 
Заторно-сусловарочный 
аппарат для затирания 

с необходимой 
комплектностью 

1 583000 583000 

Фильтрационный аппарат 
для фильтрования экстракта 

с необходимой 
комплектностью 

1 1090000 1090000 

Вирпул для отделения белка 
и осветления экстракта 

с необходимой 
комплектностью 

1 253000 253000 

Площадка обслуживания 
с необходимой 

комплектностью 
1 89000 89000 
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Наименование оборудования Количество  
единиц оборудования 

Стоимость 
единицы 

оборудования, р. 

Общая сумма затрат 
на оборудование, р. 

Пульт управления варочного 
отделения. Тач-панель 10» 

с необходимой 
комплектностью 

1 450000 450000 

Монтажный комплект 
варочного отделения 

с необходимой 
комплектностью 1 690000 690000 

Трубная обвязка, насосы, 
щиты управления, СИП мойка 

оборудования 
Емкость для охлаждения воды  150000 150000 
Цилиндро-конические танки 

для брожения и дображивания 18 600000 10800000 

Оборудование линии розлива  800000 800000 
Устройство для мойки 

внутренней и наружной 
поверхности кег 

 1200000 1200000 

Устройство для розлива 5 2000 10000 
Система СИП  1200000 1200000 

Итого без НДС  7192000 17400000 
______ 

Таблица 5.8 – Расчет затрат на рабочие машины и оборудование 
(с применением пропагации) 

Наименование оборудования 
Количество 

единиц 
оборудования 

Стоимость 
единицы 

оборудования, р. 

Общая сумма 
затрат 

на оборудование, р. 
Дробилка двухвальцовая 1 85000 85000 
Заторно-сусловарочный 
аппарат для затирания 

с необходимой 
комплектностью 

1 583000 583000 

Фильтрационный аппарат 
для фильтрования экстракта 

с необходимой 
комплектностью 

1 1090000 1090000 

Вирпул для отделения белка 
и осветления экстракта 

с необходимой 
комплектностью 

1 253000 253000 

Площадка обслуживания 
с необходимой 

комплектностью 
1 89000 89000 
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Наименование оборудования 
Количество 

единиц 
оборудования 

Стоимость 
единицы 

оборудования, р. 

Общая сумма 
затрат 

на оборудование, р. 
Пульт управления варочного 

отделения. Тач-панель 10" 
с необходимой 

комплектностью 

1 450000 450000 

Монтажный комплект 
варочного отделения 

с необходимой 
комплектностью 

Трубная обвязка, насосы, 
щиты управления, СИП мойка 

оборудования 

1 690000 690000 

Теплообменники 
для охлаждения сусла 

 120000 120000 

Установка для пропагации 1 571 000 571 000 
Емкость для охлаждения воды  150000 150000 
Цилиндро-конические танки 

для брожения и дображивания 
на 2000 литров полного 

объема 

18 600000 10800000 

Устройство для мойки 
внутренней и наружной 

поверхности кег 
1 1200000 1200000 

Устройство для розлива 5 2000 10000 
Система СИП 1 1200000 1200000 

Итого без НДС  7 083 000 17 291 000 
______ 

Калькуляция себестоимости 

Стоимость сырья, основных материалов рассчитывали на основе потреб-

ности в них, выявленного продуктового расчета в работе по технологии. Расчет 

приведен в таблице 5.9.  

Стоимость вспомогательных материалов рассчитывали, исходя из коли-

чества произведенной продукции, норм расхода каждого вида материала 

на единицу продукции, оптовых цен и расходов по доставке материалов (таб-

лица 5.10). 
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Таблица 5.9 – Стоимость сырья и основных материалов 

Наименование 
видов сырья, 
материалов, 

отходов 

Объем 
производства 
продукции, 

дал/год 

Норма расхода 
сырья на 1 дал 
продукции, ед. 

Общая 
потребность 

в сырье 
в год, т 

Оптовая цена 
единицы 

сырья, тыс. р. 

Стоим
ость 
всего 

сырья,
 тыс. р

. 
«Фламандский красный эль» 

Солод светлый, кг 

4800 

2,30 11,04 34,50 380,88 
Солод 

карамельный, кг 0,05 0,24 99,06 23,77 

Солод 
«Мюнхенский», 

кг 
1,85 8,88 86,58 768,83 

Кукурузная крупа, 
кг 0,03 0,14 35,00 5,04 

Хмель 
гранулированный, 

горький, кг 
0,03 0,14 1843,14 265,41 

Хмель 
гранулированный, 

горько-
ароматный, кг 

0,03 0,14 1815,34 261,41 

Хмель 
гранулированный, 

ароматный, кг 
0,03 0,14 1760,00 253,44 

Дрожжи пивные 
без пропагации / 
для пропагации, 

кг 

0,0033/0,0001 0,01584/0,00
048 5949,06 94,23/

2,86 

Вода холодная, м3 0,06 0,29 40,00 11,52 
Итого: без 

пропагации / 
с пропагацией 

    
2064,5
4/1973

,16 
«Традиционное» 

Солод светлый, кг 

85200 

2,3 195,96 34,50 6760,6
2 

Солод 
карамельный, кг 0,05 4,26 99,06 422,00 

Хмель 
гранулированный, 

горький, кг 
0,03 2,556 1843,14 4711,0

7 

Хмель 
гранулированный, 

горько-
ароматный, кг 

0,03 2,556 1815,34 4640,0
1 
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Наименование 
видов сырья, 
материалов, 

отходов 

Объем 
производства 
продукции, 

дал/год 

Норма расхода 
сырья на 1 дал 
продукции, ед. 

Общая 
потребность 

в сырье 
в год, т 

Оптовая цена 
единицы 

сырья, тыс. р. 

Стоим
ость 
всего 

сырья,
 тыс. р

. 
Хмель 

гранулированный, 
ароматный, кг 

0,03 2,556 1760,00 4498,5
6 

Дрожжи пивные 
без пропагации / 
для пропагации, 

кг 

0,0033/0,0001 0,28116/0,00
852 5949,06 

1672,6
4/50,6

9 

Вода, м3 0,06 5,11 40,00 204,48 
Итого: без 

пропагации / 
с пропагацией 

    
22909,
37/212
87,42 

Всего: без 
пропагации / 

с пропагацией 
    

24973,
91/232
60,58 

______ 

Таблица 5.10 – Стоимость вспомогательных материалов 

Наименование 
вспомогательн
ых материалов 

Объем 
производст

ва 
продукции, 

дал/год 

Норма расхода 
материалов на 1 
дал продукции, 

ед. 

Общая 
потребность 
в материалах 

в год, ед. 

Оптовая 
цена 

единицы 
материалов, 

р. 

Стоимость 
всего 

сырья, тыс
. р. 

Кислота 
молочная 

пищевая, кг 

90000,0 

0,001 90,0 90,0 8,10 

Кеги объемом 
30 дм3, шт. 

(запас 
на неделю) 

0,333 700,0 3500,0 2450,00 

Этикетка, шт. 0,200 18000,0 5,0 90,00 
Клей, кг 0,006 540,0 100,0 54,00 

Щелочь, кг 0,005 450,0 60,0 27,00 
Итого    2629,10 
______ 

Стоимость электроэнергии, воды, пара на технологические цели рассчи-

тывается на основе норм расхода на единицу продукции, объема производства 

продукции и действующего тарифа (таблица 5.11). 
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Таблица 5.11 – Стоимость электроэнергии, воды, пара 

Наимен
ование 
вспомо
гательн

ых 
материа

лов 

Объем 
производства 
продукции, 

дал/год 

Норма расхода 
материалов на 1000 дал 

продукции, ед. 

Общая потребность 
в материалах в год, 

ед. 

Оптов
ая 

цена 
едини

цы 
матер
иалов,

 р. 

Стоимость 
всего 

сырья, тыс. р. 

Вода 
техниче
ская, м3 

90000,0 

65,00 5850 40,0 234,00 

Пар, т 3,50 315 667,0 210,11 
Электр
оэнерги

я, 
кВт×ч 

0,45 40500 6,5 263,25 

Углеки
слота, 

кг 
150,00 13500 14,5 195,75 

Холод, 
ккал 710,00 63900 27,0 1725,30 

Итого     2628,41 
______ 

В себестоимость продукции включена заработная плата рабочих основ-

ного производства, расчеты численности и заработной платы рабочих вспомо-

гательного производства, необходимых для определения производительности 

труда. 

Отчисления на социальные нужды определяли по действующим норма-

тивам в процентах от суммы заработной платы производственных рабочих (ос-

новной и дополнительной). 

Расчет издержек производства продукции 

Первоначальный этап расчета себестоимости продукции – определение 

сметы затрат предприятия на ее производство. Смета затрат предприятия пока-

зывает максимально возможную сумму расходов в планируемом периоде 

на производство и реализацию товарной продукции представлена в таб-

лице 5.12. 
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Таблица 5.12 – Смета затрат на производство и реализацию продукции 

Элементы затрат Сумма, тыс. 
р. 

Структура 
себестоимости, 

% 

Сумма, тыс. 
р. 

Структура 
себестоимости, 

% 

 без применения пропагации с применения пропагации 
1. Основное сырье 
и вспомогательные 
материалы 

27603,01 61,92 23916,52 56,53 

2. Топливо 
и электроэнергия 2628,41 5,90 2628,41 6,21 

3. Основная 
и дополнительная 
заработная плата 

5520,60 12,38 6570,60 15,53 

4. Отчисления 
на социальное 
страхование 

1656,18 3,71 1971,18 4,66 

5. Амортизация основных 
фондов 1740,00 3,90 1729,00 4,09 

6. Прочие денежные 
расходы 1380,15 3,10 1642,65 3,88 

7. Итого 
производственная 
себестоимость 

40528,34 90,91 38458,36 90,91 

8. Внепроизводственные 
расходы 4052,83 9,09 3845,84 9,09 

9. Полная себестоимость 
товарной продукции 44581,18 100,00 42304,19 100,00 

______ 

 Себестоимость единицы продукции определяли по форме таблицы 5.13. 
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Таблица 5.13 – Расчет плановой калькуляции и проекта оптовой цены 1 дал 
готовой продукции 

Статьи калькуляции 

Затраты на 1 дал продукции, р. 
«Фламандский 
красный эль» 

«Традици
онное» 

«Фламандский 
красный эль» 

«Традици
онное» 

без применения пропагации с применения пропагации 
1. Сырье и материалы 430,11 268,89 411,08 249,85 
2. Вспомогательные материалы 29,21 29,21 29,21 29,21 
3. Топливо и электроэнергия 
на технологические цели 29,20 29,20 29,20 29,20 

4. Заработная плата 
производственных рабочих 43,01 26,89 41,11 24,99 

5. Отчисления в социальные 
фонды 12,90 8,07 12,33 7,50 

6. Расходы по подготовке 
и освоению поризводства 43,01 26,89 41,11 24,99 

7. Общехозяйственные расходы 
10 % от п. 1 43,01 26,89 41,11 24,99 

8. Производственная 
себестоимость 630,47 416,04 605,15 390,72 

9. Коммерческие расходы 10 % 
п. 9 63,05 41,60 60,51 39,07 

10. Полная себестоимость 
продукции 693,51 457,64 665,66 429,79 

11. Рентабельность, % 25,00 20,00 30,30 28,00 
12. Прибыль 173,38 91,53 201,70 120,34 
13. Оптовая цена 866,89 549,17 867,36 550,13 
14. НДС (10–20 % 
в зависимости от производства) 173,38 109,83 173,47 110,03 

15. Акциз 210,00 210,00 210,00 210,00 
16. Отпускная цена 1250,27 869,01 1250,83 870,16 
17. Отпускная цена 1 л 
продукции 125,00 87,00 125,00 87,00 

______ 

Финансовые показатели плана 

В результате проведенных экономических расчетов производственно-хо-

зяйственной деятельности предприятия составили сводную таблицу (таб-

лица 5.14). 
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Таблица 5.14 – Технико-экономические показатели предприятия при 
реализации предложенных решений 

Показатели 
По проекту 

(без применения 
пропагации) 

По проекту 
(с применением 

пропагации) 

Отклон
ения 

1. Объем реализованной 
продукции, тыс. р. 80040,65 80040,65 – 

2. Производство продукции, тыс. дал 90,00 90,00 – 
7. Полная себестоимость 
реализованной продукции, тыс. р. 44581,18 42304,19 –

2276,99 
8. Затраты на 1 р. товарной 
продукции, р. 0,56 0,53 –0,03 

9. Стоимость производственных 
фондов, тыс. р. 17400,00 17291,00 –109,00 

10. Фондоотдача, р./р. 4,60 4,63 +0,03 
11. Фондоемкость, р./р. 0,22 0,22 – 
12. Прибыль от реализованной 
продукции, тыс. р. 35459,47 37837,50 +2378,0

3 
13. Рентабельность продукции, % 44,30 47,21 +2,91 
14. Рентабельность производства, % 203,79 218,83 +15,04 
15. Эффективность капитальных 
вложений, р. 2,04 2,19 +0,15 

16. Срок окупаемости капитальных 
вложений, годы 0,49 0,46 –0,03 

______ 

Расчет технико-экономических показателей для пивоваренного предпри-

ятия малой мощности (90 000 дал/год) показал эффективность предлагаемых 

технических и технологических решений: 

1. уменьшается: полная себестоимость продукции на 2279.66 тыс. р., сто-

имость производственных фондов на 109 тыс. р., срок окупаемости капиталь-

ных вложений на 0,03 года; 

2. увеличивается: прибыль от реализованной продукции 

на 2378,03 тыс. р., рентабельность продукции и производства на 2,91 и 15,04 % 

соответственно. 
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ОСНОВНЫЕ ВЫВОДЫ И РЕЗУЛЬТАТЫ 

1. Исследовано влияние аэрации на рост клеток, выработку уксусной 
кислоты и этанола дрожжами Brettanomyces bruxellensis, оптимальное значение 
расхода воздушного потока для синтеза клеток составило 60 дм3/ч. По материаль-
ному балансу реакции проанализировано соотношение «этанол + уксусная кис-
лота», вырабатываемое на один моль утилизированной глюкозы, показано, что 
соотношение «этанол + уксусная кислота» остается неизменным при реализуемых 
режимах, что позволяет уточнить стехиометрическое уравнение реакции фермен-
тации с указанием оптимальной величины подачи кислорода и выхода основных 
продуктов. 

2. Штамм B. bruxellensis был признан наиболее эффективным для био-
логического подкисления среды, в том числе, в пивоварении. Оптимальный рас-
ход воздуха при достижении максимального объемного выхода уксусной кислоты 
(0,134 г/(дм3×ч)) и полном потреблении субстрата составляет 300 дм3/ч. Статисти-
ческими методами исследовано влияние температуры и перемешивания на выра-
ботку уксусной кислоты B. bruxellensis в среде, содержащей глюкозу, 
оптимальными условиями для максимального объемного выхода уксусной кис-
лоты – 0,114 г./(дм3×ч) – выбраны температура среды 28 °C и скорость вращения 
мешалки 250 об/мин. 

3. Выявлено, что для образцов сред с концентрациями уксусной кис-
лоты 1 и 2 г/дм3 отмечено полное потребление субстрата дрожжами Brettanomyces 
bruxellensis как в аэробных, так и анаэробных условиях, разработана математиче-
ская модель, отражающая кинетику процесса пропагации, применяемая для ана-
лиза процессов, реализуемых с помощью большинства микробных культур 
при ферментации углеводсодержащих сред. 

4. Предложена и обоснована конструкция установки для пропагации, 
позволяющая повысить выход дрожжей, снизить капитальные затраты на монтаж, 
сборку и очистку аппарата за счет рециркуляции сусла путем аэрации внутри ра-
бочей емкости, что обеспечивает снижение себестоимости готового пива на пиво-
варенных предприятиях малой мощности. 

5. Основные финансово-экономические показатели выполненных разра-
боток доказывают экономическую целесообразность внедрения технологий в про-
изводственную деятельность. Расчетный экономический эффект от реализации 
предлагаемых технических и технологических решений составляет 2 378,03 тыс. 
руб. при производстве 90 000 дал пива в год.  
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 

Листинг программы расчета процесса брожения в среде Matlab 

«Решение модели» файл diff_solve.m 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Решение дифференциальных уравнений, построение графиков 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Начальные концентрации 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%conc=[Glucose;Maltose;Maltotriose;Biomass;Ethanol;Temperature;Leucine; 
%IsoLeucine;Valin;Isobutyl;Isoamyl;Pentanol;Propanol;Ethylacetate; 
%Ehtylcaproate;Isoamylacetate;Diacetyl;Acetaldehyde] 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
tspan=[0 250]; 
conc=[65;210;35;135;0;8;1.4;0.5;2.2;0;0;0;0;0;0;0;0;0]; 
[t,x]=ode15s(@fermentation,tspan,conc); 
%---------------------------------------------------------------------- 
% Размеры рисунков 
width = 4;   % ширина 
height = 4;  % высота 
alw = 0.75;  % толщина линий 
fsz = 11;   % высота щрифта 
lw = 1.5;   % ширина линий 
msz = 2;    % маркер 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Параметры графиков 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
close all; 
set(0,'defaultLineLineWidth',lw); 
set(0,'defaultLineMarkerSize',msz); 
set(0,'defaultLineLineWidth',lw); 
set(0,'defaultLineMarkerSize',msz); 
defpos = get(0,'defaultFigurePosition'); 
set(0,'defaultFigurePosition', [defpos(1) defpos(2) width*100, height*100]); 
set(0,'defaultFigureInvertHardcopy','on'); 
set(0,'defaultFigurePaperUnits','centimeters'); 
defsize = get(gcf, 'PaperSize'); 
left = (defsize(1)- width)/2; 
bottom = (defsize(2)- height)/2; 
defsize = [left, bottom, width, height]; 
set(0, 'defaultFigurePaperPosition', defsize); 
%---------------------------------------------------------------------- 
%%%%%%%%%%%%% 
%Модель роста 
%%%%%%%%%%%%% 
figure(1); clf; 
plot(t,x(:,1),'-',t,x(:,2),'--',t,x(:,3),':'); 
legend('глюкоза', 'мальтоза', 'мальтотриоза', 'Location', 'NorthEast'); 
xlabel('Время, ч') 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
grid on 
print -depsc fig1.eps; 
% 
figure(2); clf; 
plot(t,x(:,4),'-'); 
xlabel('Время, ч') 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
yyaxis right 
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plot(t,x(:,5),'--'); 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
legend('биомасса', 'этанол', 'Location', 'East'); 
grid on 
print -depsc fig2.eps; 
%%%%%%%%%%%%%%% 
%Модель питания 
%%%%%%%%%%%%%%% 
figure(3); clf; 
plot(t,x(:,7),'-',t,x(:,8),'--',t,x(:,9),':'); 
xlabel('Время, ч') 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
yyaxis right 
plot(t,x(:,6),'-.'); 
ylabel('Температура, C'); 
legend('лейцин', 'изолейцин', 'валин', 'температура', 'Location', 'East'); 
grid on 
print -depsc fig3.eps; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Формирование сивушных масел 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
figure(4); clf; 
plot(t,x(:,10),'-',t,x(:,11),'--',t,x(:,12),':',t,x(:,13),'-.'); 
legend('изобутанол', 'изопентанол', 'пентанол', 'пропанол', 'Location', 'south-
East'); 
xlabel('Время, ч') 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
grid on 
print -depsc fig4.eps; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Формирование эфиров 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
figure(5); clf; 
plot(t,x(:,15),'--',t,x(:,16),':') 
xlabel('Время, ч') 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
yyaxis right 
plot(t,x(:,14),'-'); 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
legend('этилкапроат', 'амилацетат', 'этилацетат', 'Location', 'southEast'); 
grid on 
print -depsc fig5.eps; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Формирование Диацетила и Ацетальдегида 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
figure(6); clf; 
plot(t,x(:,17), '--'); 
xlabel('Время, ч') 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
yyaxis right 
plot(t,x(:,18), ':'); 
ylabel('Концентрация, моль/м^3'); 
legend('диацетил', 'ацетальдегид', 'Location', 'NorthEast'); 
grid on 
print -depsc fig6.eps; 
% 

«Дифференциальные уравнения» 
файл fermentation.m 

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Модель брожения (рост дрожжей, формирование ароматических соединений) 
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%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
function fermentaion = brew(t,x,conc) 
%%%%%%%%%%%%% 
%Модель роста 
%%%%%%%%%%%%% 
Glucose = x(1); %Глюкоза 
Maltose = x(2); %Мальтоза 
Maltotriose = x(3); %Мальтотриоза 
Biomass = x(4); %Биомасса 
Ethanol = x(5); %Этанол 
Temperature = x(6); %Температура 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Питательная модель 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
Leucine = x(7); %Лейцин 
Isoleucine = x(8); %Изойлецин 
Valin = x(9); %Валин 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Ароматическая модель 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Сивушные масла 
% 
Isobutyl = x(10); %Изобутанол 
Isoamylacetate = x(11); %Изопентанол 
Pentanol = x(12); %Пентанол 
Propanol = x(13); %Пропанол 
%%%%%%%% 
%ЭФиры 
% 
Ethylacetate = x(14); %Этилацетат 
Ethylcaproate = x(15); %Этилкапроат 
Isoamylacetate = x(16); %Изоамилацетат 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Диацетил и Ацетальдегид 
% 
Diacetyl = x(17); %Диацетил 
Acetaldehyde = x(18); %Ацетальдегид 
%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Загрузка Входных параметров 
%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
param; 
%------------------------------------------------------------------ 
%%%%%%%%%%%%% 
%Модель роста 
%%%%%%%%%%%%% 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Функции температуры 
% 
muGlucose=lnmuGlucose0*exp(-EmuGlucose/(R*(Temperature+273.15))); 
muMaltose=lnmuMaltose0*exp(-EmuMaltose/(R*(Temperature+273.15))); 
muMaltotriose=lnmuMaltotriose0*exp(-EmuMaltotriose/(R*(Temperature+273.15))); 
% 
KGlucose=lnKGlucose0*exp(-EGlucose/(R*(Temperature+273.15))); 
KMaltose=lnKMaltose0*exp(-EMaltose/(R*(Temperature+273.15))); 
KMaltotriose=lnKMaltotriose0*exp(-EMaltotriose/(R*(Temperature+273.15))); 
% 
KsGlucose=KsGlucose0*exp(-EKsGlucose/(R*(Temperature+273.15))); 
KsMaltose=KsMaltose0*exp(-EKsMaltose/(R*(Temperature+273.15))); 
% 
muGlucose1=muGlucose*Glucose/(KGlucose+Glucose); 
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muMaltose2=(muMaltose*Maltose/(KMaltose+Maltose))*(KsGlucose/(KsGlucose+Glu-
cose)); 
muMaltotriose3=(muMaltotriose*Maltotriose/(KMaltotriose+Maltotriose))*(KsGlu-
cose/(KsGlucose+Glucose))*(KsMaltose/(KsMaltose+Maltose)); 
muBiomass=(YeildBiomassGlucose*muGlucose1+YeildBiomassMaltose*muMalt-
ose2+YeildBiomassMaltotriose*muMaltotriose3)*KBiomass/(KBiomass+(Biomass-Bio-
mass0)^2); 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Дифферинцальные уравнения 
% 
dGlucosedt = -muGlucose1*Biomass; 
dMaltosedt = -muMaltose2*Biomass; 
dMaltotriosedt = -muMaltotriose3*Biomass; 
dBiomassdt = muBiomass*Biomass; 
dEthanoldt = (YeildEthanolGlucose*muGlucose1+YeildEthanolMaltose*muMalt-
ose2+YeildEthanolMaltotriose*muMaltotriose3)*Biomass; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Температурный профиль 
% 
dTemperaturedt=(1/(rho*Cp))*(-Biomass*(deltaHGlucose*muGlucose1+deltaHMalt-
ose*muMaltose2+deltaHMaltotriose*muMaltotriose3)); 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Питательная модель 
% 
time = 1-exp(-t/tdelay); %временная задержка 
% 
KLeucine=lnKLeucine0*exp(-KLeucine/(R*(Temperature+273.15))); 
KValin=lnKValin0*exp(-KValin/(R*(Temperature+273.15))); 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Дифференциальные уравнения 
% 
dLeucinedt = -YeildLeucineBiomass*dBiomassdt*(Leucine/(KLeucine+Leucine))*time; 
dIsoLeucinedt = -YeildIsoLeucineBiomass*dBiomassdt*(Isoleucine/(KIsoLeu-
cine+Isoleucine))*time; 
dValindt = -YeildValinBiomass*dBiomassdt*(Valin/(KValin+Valin))*time; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Ароматическая модель 
%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Сивушные масла 
% 
muLeucine = -(1/Biomass)*dLeucinedt; 
muIsoLeucine = -(1/Biomass)*dIsoLeucinedt; 
muValin = -(1/Biomass)*dValindt; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Дифференциальные уравнения 
% 
dIsobutyldt = YeildIsobutyl*muValin*Biomass; 
dIsoamyldt = YeildIsoamyl*muLeucine*Biomass; 
dPentanoldt = YeildPentanol*muIsoLeucine*Biomass; 
dPropanoldt = YeildPropanol*(muValin+muIsoLeucine)*Biomass; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Эфиры 
% 
muIsoLeucineA = (1/Biomass)*dIsoamyldt; %допущение 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Дифференциальные уравнения 
% 
dEAdt = YeildEthylacetate*(muGlucose1+muMaltose2+muMaltotriose3)*Biomass; 
dECdt = YeildEthylcaproate*muBiomass*Biomass; 
dIAcdt = YeildIsoamylacetate*muIsoLeucineA*Biomass; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
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%Диацетил и Ацетальдегид 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Функции температуры 
KDiacetyl=lnKDiacetyl0*exp(-EDiacetyl/(R*(Temperature+273.15))); 
KAcetaldehyde=lnKAcetaldehyde0*exp(-EAcetaldehyde/(R*(Temperature+273.15))); 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Дифференциальные уравнения 
% 
dDiacetyldt = YeildDiacetyl*muBiomass*Biomass - KDiacetyl*Diacetyl*Biomass; 
dAcetaldehydedt = YeildAcetaldehyde*(muGlucose1+muMaltose2+muMaltotriose3)*Bio-
mass - KAcetaldehyde*Acetaldehyde*Biomass; 
%------------------------------------------------------------------- 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Возврат аргументов функции 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
fermentaion=[dGlucosedt;dMaltosedt;dMaltotriosedt;dBiomassdt;dEthanoldt;dTem-
peraturedt;dLeucinedt;dIsoLeucinedt;dValindt;dIsobutyldt;dIsoamyldt;dPenta-
noldt;dPropanoldt;dEAdt;dECdt;dIAcdt;dDiacetyldt;dAcetaldehydedt]; 
% 

«Исходные параметры» файл param.m 
%%%%%%%%%% 
%Параметры 
% 
YeildBiomassGlucose=0.134; 
YeildBiomassMaltose=0.268; 
YeildBiomassMaltotriose=0.402; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Параметры зависящие от температуры 
% 
Kp = 1*10^6;  % Дж/(ч C^2 м^3) 
Tset = 12;  % C 
umin = 0;  % Дж/(ч C^2 м^3) 
umax = 40000; 
A = 0.188;   % м^2 
Vb = 0.1;  % м^3 
% 
lnmuGlucose0=exp(35.77); 
lnmuMaltose0=exp(16.40); 
lnmuMaltotriose0=exp(10.59); 
% 
EmuGlucose=22.6e3; 
EmuMaltose=11.3e3; 
EmuMaltotriose=7.16e3; 
% 
lnKGlucose0=exp(-121.3); 
lnKMaltose0=exp(-19.5); 
lnKMaltotriose0=exp(-26.78); 
% 
EGlucose=-68.6e3; 
EMaltose=-14.4e3; 
EMaltotriose=-19.9e3; 
% 
KsGlucose0=exp(23.33); 
KsMaltose0=exp(55.61); 
% 
EKsGlucose=10.2e3; 
EKsMaltose=26.3e3; 
% 
R=1.987; %кал/мол K 
rho=1040; %кг/м^3 
Cp=4.016; %кДж/кг C 
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% 
deltaHGlucose=-91.2; 
deltaHMaltose=-226.3; 
deltaHMaltotriose=-361.3; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Параметры этанола 
% 
YeildEthanolGlucose=1.92; 
YeildEthanolMaltose=3.84; 
YeildEthanolMaltotriose=5.76; 
KBiomass = 365000; 
Biomass0=125; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Параметры питательной среды 
% 
YeildLeucineBiomass=0.0832; 
YeildIsoLeucineBiomass=0.0363; 
YeildValinBiomass=0.0273; 
KIsoLeucine=0.365; 
% 
lnKLeucine0=exp(10.14); 
lnKValin0=exp(328); 
% 
KLeucine=5.95e3; 
KValin=211.9e3; 
% 
tdelay=23.54; 
R=1.987; 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Ароматические компоненты 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Сивушные масла 
% 
YeildIsobutyl=0.203; 
YeildIsoamyl=0.557; 
YeildPentanol=0.472; 
YeildPropanol=0.235; 
%%%%%% 
%Эфиры 
% 
YeildEthylacetate=0.000992; 
YeildEthylcaproate=0.000118; 
YeildIsoamylacetate=0.0269; 
%%%%%%%%% 
%Диацетил 
% 
YeildDiacetyl=0.000105; 
lnKDiacetyl0=exp(86.8); 
EDiacetyl=54.3e3; 
%%%%%%%%%%%%% 
%Ацетальдегид 
%YeildAcetaldehyde=0.01; 
lnKAcetaldehyde0=exp(10.4); 
EAcetaldehyde=11.1e3; 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 

Акт апробации
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ПРИЛОЖЕНИЕ В 

Техническая документация 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г 

Интеллектуальная собственность 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д 

Дипломы, сертификаты 
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