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Введение: 
Исследование механизма образования токсинов биосистемой 

дрожжей или молочнокислых бактерий под воздействием параметров и 

условий сбраживаемых сред в аспектах виноделия в настоящее время 

является актуальной задачей, поскольку образование и накопление в 

винодельческой продукции токсичных веществ ведет к нарушению 

физико-химических свойств продукта и оказывает токсичное действие на 

организм человека.  
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В виду высокой токсичности кротонового альдегида [1,2,3] и 

вероятности его образования в пищевых продуктах [4,5], исследования, 

направленные на решение фундаментальной проблемы в области пищевой 

биотехнологии, связанной с повышением качества и экологической 

безопасности пищевых продуктов, полученных с использованием 

микроорганизмов, являются актуальными.  

Работа выполнена в рамках регионального гранта РФФИ 13-08-96506 

р_юг_а «Исследование механизмов и закономерностей биосинтеза 

биогенных аминов и кротонового альдегида биосистемами дрожжей и 

молочнокислых бактерий». 

Объекты и методы исследований: 
Объектами исследований служили виноград, сусло и столовые 

виноматериалы, приготовленные из винограда белых и красных 

технических сортов, произрастающих на территории Краснодарского 

края, а также винные дикие дрожжи, выделенные на виноградниках 

Краснодарского края.  

Образцы винограда отбирали один раз в год во время сбора урожая в 

августе (2013г.), когда виноград достигает технической зрелости. Грозди 

винограда снимали в разных точках участка в равных количествах и, 

соблюдая необходимые меры стерильности, смешивали для получения 

средней пробы. Отделяли ягоды винограда от грозди, подвергали 

прессованию, сусло белых сортов и мезгу красных сортов помещали в 

стерильные 3-х литровые баллоны и сбраживали по белому и красному 

способу соответственно. С момента спонтанного забраживания мезги до 

остановки брожения каждые 3 дня проводили высевы на твердую 

питательную среду OFS агар производства фирмы DŐHLER (Германия).   

Идентификацию диких дрожжей проводили с помощью секвенирования 

амплифицированного региона в Научно-производственной компании 

«Синтол» (г. Москва). Полученные результаты были использованы для 
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проведения филогенетического анализа с помощью программ MAFFT 6 и 

MEGA4. Сиквенсы типовых штаммов были использованы из генбанка 

NCBI [www.ncbi.nlm.nih.gov].  

 В качестве контрольных штаммов микроорганизмов использовали 

штаммы винных дрожжей Saccharomyces cerevisiae ZYMAFLORE X 5 и 

ACTIFLORE F 33 (Производитель: Лаффорт энолоджи) и молочнокислых 

бактерий Oenococcus oeni Максифлор (Производитель: «Институт 

энологии Шампани»).  

Содержание кротонового альдегида определяли по методикам, 

разработанным в научном центре виноделия ГНУ СКЗНИИСиВ 

Россельхозакадемии:   

- методика измерений массовой концентрации кротонового 

альдегида в продукции винодельческой методом газовой хроматографии 

СТО 00668034-009-2012 [6]. Настоящий стандарт распространяется на 

продукцию винодельческую и устанавливает газохроматографический 

метод определения массовой концентрации кротонового альдегида. 

Диапазон измеряемых массовых концентраций – от 0,2 до 5,0 мг/дм3.  

Разработанный метод основан на хроматографическом разделении летучих 

органических примесей, в том числе кротонового альдегида, с 

использованием капиллярных колонок и последующем детектировании 

пламенно-ионизационным детектором с применением градуировки 

методом внутреннего стандарта. Разработанный метод хорошо 

зарекомендовал себя при анализе алкогольной продукции на наличие 

кротонового альдегида;  

- метод качественного определения присутствия кротонового 

альдегида в вине [Кушнерева Е.В.  Методы определения кротонового 

альдегида в пищевых продуктах / Е.В. Кушнерева // Политематический 

сетевой электронный научный журнал Кубанского государственного 

аграрного университета (Научный журнал КубГАУ) [Электронный 
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ресурс]. – Краснодар: КубГАУ, 2013. – №10(094).  – IDA [article ID]: 

0941310041. – Режим доступа: http://ej.kubagro.ru/2013/10/pdf/41.pdf]. Метод 

основан на взаимодействии кротонового альдегида с сульфаниловой 

кислотой в присутствии нитрита натрия с образованием окрашенного в 

желтый цвет красителя и последующем измерении окрашенного продукта 

реакции при длине волны 435 нм; 

Исследования микробиологического состояния опытных вин 

проводились в соответствии с ГОСТ ISO 7218-2011, ИК 9170-1128-

00334600-07.   

Экспериментальная часть: 
Целью исследований явилось изучение вероятности биосинтеза 

кротонового альдегида дрожжами и молочнокислыми бактериями в 

процессе винификации. 

Из возможных причин биосинтеза кротонового альдегида в 

виноградной ягоде, некоторые авторы указывали [7] выращивание 

винограда на территории, расположенный вблизи автострады, 

ботритизация винограда благородной плесенью, болезнями и вредителями 

[8].  С целью выявления влияния сортовых особенностей винограда, места 

его выращивания и микробиологического состояния на вероятность 

биосинтеза кротонового альдегида виноград в стадии технической 

зрелости белых сортов Шардоне, Алиготе, Рислинг и красных сортов 

Каберне Совиньон, Достойный, Мерло был подвергнут анализу на наличие 

кротонового альдегида.  

Исследования показали, что близость автострад, развитие на 

поверхности ягоды благородной плесени, повреждение болезнями и 

вредителя не приводят к протеканию биосинтетических процессов по 

образованию и накоплению кротонового альдегида в виноградной ягоде 

(таблица 1).  
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Таблица 1 – Анализ опытных образцов винограда и вина на наличие 

кротонового альдегида 
Наименование варианта Содержание кротонового альдегида 

Виноград технический белых сортов 
- возле автострады 
- ботритизированный 
- гнилой 

Отсутствует 
Отсутствует 
Отсутствует 

Виноград технический красных сортов: 
- возле автострады 
- ботритизированный 
- гнилой 

 
Отсутствует 
Отсутствует 
Отсутствует 

Вино сухое белое 
- возле автострады 
- ботритизированный 
- гнилой 

 
Отсутствует 
Отсутствует 
Отсутствует 

Вино сухое красное 
- возле автострады 
- ботритизированный 
- гнилой 

 
Отсутствует 
Отсутствует 
Отсутствует 

 

Винификация по традиционным технологиям белых и красных 

сортов винограда исследуемых экспериментальных вариантов также не 

привела к биосинтезу кротонового альдегида коммерческими штаммами 

винных дрожжей ZYMAFLORE X 5 (для белых вин), ACTIFLORE F 33 

(для красных вин) (таблица 1). 

Использованные штаммы винных дрожжей являются 

коммерческими препаратами, выделенными из одной клетки и специально 

подобранные путем селекции для определенных типов вин – столовых, 

шампанских, хересных. Все исходные культуры дрожжей представлены 

видами Saccharomyces cerevisiae или Saccharomyces bayanus, выделенными 

и селекционированными в различных регионах Франции. Данные штаммы 

получены в процессе гибридизации, без использования ГМО. Эти дрожжи 
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приспособлены к трудным условиям брожения, свободны от 

декарбоксилазной активности, обладают низкой способностью к 

образованию ацетальдегида и других токсичных соединений. В виду того, 

что на виноградном сусле присутствуют штаммы диких дрожжей, которые 

могут также развиваться в процессе спиртового брожения, одним из 

возможных путей образования кротонового альдегида является спонтанное 

брожение сусла на диких культурах дрожжей. Проведенный скрининг 

дрожжевых культур, присутствующих на виноградниках Анапской зоны 

Краснодарского края показал, что основную долю диких дрожжей 

составляют дрожжи Saccharomyces cerevisiae, наряду с которыми на 

поверхности виноградной ягоды присутствуют Candida zemplinia,  

Hanseniaspora uvarum, Mechnikowia pulcherrima. 

Поскольку некоторые исследователи указывают на возможность 

биосинтеза кротонового альдегида винными дрожжами в ходе разложения 

линолевой кислоты [8], сорбиновой кислоты, этаналя [9], пировиноградной 

кислоты, исследовано влияние на биосинтез кротонового альдегида 

различных источников его прекурсоров в процессе культивирования диких 

винных дрожжей, выделенных с ягод винограда. 

Для выявления штаммов диких дрожжей, способных к биосинтезу 

кротонового альдегида в условиях сбраживания виноградного сусла, были 

приготовлены питательные среды с добавками:  

1. линолевая кислота (концентрации: 1, 4, 8, 10 мг/дм3) 

2. сорбиновая кислота (концентрации: 10, 50, 100, 200, 300, 400 

мг/дм3) 

3. этаналь (ацетальдегид) (концентрации: 10, 20, 30,40, 50, 100, 150 

мг/дм3) 

4. пировиноградная кислота (концентрации: 0,1, 0,5, 1 г/дм3) 

Образец стерильного виноградного сусла без внесения добавок 

использовался в качестве контрольного. Анализ сбраживаемых сред на 
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присутствие кротонового альдегида проводили дважды: в процессе 

брожения в момент накопления в среде 4% об. спирта и после 

выбраживания насухо. В бродящем сусле коммерческие штаммы винных 

дрожжей образовали 4% об. спирта на 3-и сутки, дикие — значительно 

позднее: Saccharomyces cerevisiae на 6-й день, а Candida zemplinia, 

Hanseniaspora uvarum, Mechnikowia pulcherrima — на 9-й день. 

Результаты исследований  свидетельствовали об отсутствии 

процесса биосинтеза кротонового альдегида биосистемами винных 

дрожжей, как коммерческого штамма, так и выделенных диких дрожжей.  

Внесение вероятных прекурсоров кротонового альдегида независимо от 

концентрации также не провоцировало биосинтез исследуемого 

компонента (таблица 2). 

Таким образом, в результате проведенных экспериментов было 

установлено, что внесение в сбраживаемую среду линолевой кислоты, 

сорбиновой кислоты, ацетальдегида  или  пировиноградной кислоты и 

сбраживание с помощью исследуемых штаммов диких дрожжей не 

приводит к образованию кротонового альдегида (таблица 2).  

Искусственное инфицирование сброженных экспериментальных 

сред штаммами молочнокислых бактерий Oenococcus oeni  также не 

провоцирует биосинтез кротонового альдегида в среде. 

В процессе спонтанного спиртового брожения виноградного сусла 

принимают участие всего лишь 2-3 вида дрожжей [10]. Известно, что 

между винными дрожжами присутствует такое явление как антогонизм, 

проявляющийся в выделении антибиотиков или других токсичных 

соединений, которые угнетающе действуют на микроорганизмы-

конкуренты.  
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Таблица 2 – Результаты исследований влияния видовой принадлежности винных дрожжей и 

молочнокислых бактерий на биосинтез кротонового альдегида 

Варианты Коммерческие 

штаммы 

винных 

дрожжей 

Винные дикие дрожжи Коммерческий 

штамм 

молочнокислых 

бактерий  

ZY
M

A
FL

O
RE

 X
 5

 

A
CT

IF
LO

RE
 F

 3
3 

Sa
cc

ha
ro

m
yc

es
 

ce
re

vi
sia

e 

Ca
nd

id
a 

ze
m

pl
in

ia
 

H
an

se
ni

as
po

ra
 

uv
ar

um
 

M
ec

hn
ik

ow
ia

 

pu
lc

he
rr

im
a 

O
en

oc
oc

cu
s o

en
i 

М
ак
си
фл
ор

 

контроль н/о н/о н/о н/о н/о н/о н/о 
линолевая кислота  

с концентрацией:  

1 мг/дм3 

4 мг/дм3 

8 мг/дм3  

10 мг/дм3 

 
 
 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 

 
 
 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 

 
 
 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 

 
 
 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 

 
 
 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 

 
 
 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 

 
 
 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 
н/о 

сорбиновая кислота  

с концентрацией:  

10 мг/дм3 

50 мг/дм3 

100 мг/дм3 

200 мг/дм3   

300 мг/дм3  

400 мг/дм3 

 

 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

 

 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

 

 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

 

 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

 

 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

 

 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

 

 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

этаналь (ацетальдегид) 
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Следовательно, присутствующие в виноградном сусле штаммы 

диких винных дрожжей в результате спиртового брожения могут в 

процессе развития антагонизма синтезировать токсичные соединения, 

такие как кротоновый альдегид. Установлено, что одновременное 

инкубирование в среде выделенных штаммов диких дрожжей не приводит 

к образованию и накоплению в сбраживаемой среде кротонового 

альдегида.    

Для определения устойчивости штаммов винных дрожжей и 

молочнокислых бактерий к действию кротонового альдегида были 

приготовлены питательные среды с добавлением кротонового альдегида до 

достижения концентрации 0,01, 0,03, 0,06, 0,09, 0,1 мг/дм3. Образец без 

добавления кротонового альдегида использовался в качестве 

контрольного.  Результаты исследования показали, что инкубация 

образцов в течение 72 часов не приводит к росту исследуемых штаммов, 

что свидетельствует о чувствительности к действию кротонового 

альдегида и его вероятный биосинтез даже в минимальных концентрациях 

биосистемами дрожжей и молочнокислых бактерий в виноделии 

маловероятен.   

Выводы:  
В рамках выполнения научно-исследовательской работы по 

установлению вероятности образования кротонового альдегида 

биосистемами винных дрожжей и молочнокислых бактерий выявлено, что 

штаммы диких винных дрожжей и коммерческие штаммы молочнокислых 

бактерий не образуют кротоновый альдегид в процессе винификации 

виноградного сусла.    

Оценено влияние исследуемого вещества на жизнедеятельность 

дрожжей и молочнокислых бактерий с использованием последних 

достижений биохимии. 
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