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На основании анализа литературных источников установлено, что природный симбионт Medusomyces 
gisevii является ценным биотехнологическим объектом. Актуальным является поиск способов воздействия 
на него с целью получения тех или иных продуктов его жизнедеятельности, в частности большой объем 
его зооглеи. Однако возникает вопрос о воздействии различных стимулирующих факторов на метаболизм 
симбионта, одним из важнейших показателей которого является содержание этилового спирта в его культу-
ральной жидкости. Проведены исследования концентрации этанола в культуральной жидкости чайного гри-
ба под влиянием озонирования и двух температурных режимов. Установлено, что спирт обнаруживается во 
всех пробах культуральной жидкости чайного гриба в течение всего периода культивирования независимо от 
концентрации озона в питательной среде и температуры. Однако культивирование как в озонированных сре-
дах, так и без озона в условиях повышенного температурного режима приводит к значительному снижению, 
почти на порядок, концентраций этилового спирта в культуральных жидкостях по сравнению с режимом 
20 °С, что может свидетельствовать о нарушении симбиоза при данных условиях.
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THE INFLUENCE OF OZONIZATION ON ETHYL ALCOHOL CONTENT
IN THE CULTURE BROTH MEDUSOMYCES GISEVII (TEA FUNGUS)
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Based on the literature review found that the natural symbiont Medusomyces gisevii biotechnology is a 
valuable object. It is urgent to fi nd ways to impact on it in order to obtain these or other products of its life activity, 
in particular a large amount of its zoogloeas. However, there is a question about the impact of various factors 
stimulating the metabolism of the symbiont, one of the most important indicators of which is the ethanol content 
in its culture medium. Investigations of the ethanol concentration in the liquid medium under the infl uence of 
Kombucha ozonation and two temperature regimes. It is found that the alcohol is found in all samples of tea fungus 
culture liquid throughout the culture period, regardless of the concentration of ozone in the medium and temperature. 
However, cultivation in ozonized media and without using a high ozone temperature leads to a signifi cant reduction, 
by nearly an order, the concentration of ethyl alcohol in liquid culture as compared to the regime 20 °C, which may 
indicate violation symbiosis under these conditions.
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Medusomyces gisevii или чайный гриб – 
это биологический объект, который пред-
ставляет собой сложную микробную ас-
социацию, находящуюся в естественном 
симбиозе в виде толстой желтовато-коричне-
вой слоистой пленки (зооглеи), плавающей 
на поверхности культуральной жидкости, 
и пылевидного осадка на дне сосуда [3, 8]. 
Известно, что симбиоз чайного гриба об-
разован дрожжами (Zygosaccharomyces sp., 
Saccharomyces sp.) и бактериями, среди ко-
торых присутствуют виды рода Acetobacter, 
Gluconobacter oxydans, Bacterium 
gluconicum, Torula, Dekkera, Pichia sp.. [4]. 
Однако отмечается, что видовой микроб-

ный состав симбионта может значительно 
варьироваться в зависимости от региона 
культивирования. Этот факт в совокупно-
сти с неидентичностью воспроизведения 
условий выращивания может приводить 
к различному компонентному составу мета-
болитов чайного гриба.

Имеются сообщения о достаточно ши-
роком применении чайного гриба в пище-
вых и лечебно–профилактических целях, 
что позволяет рассматривать данный био-
логический объект как потенциальный био-
объект для биотехнологии. Чаще всего ис-
пользуется культуральная жидкость чайного 
гриба. Ее применяют в пищевой промыш-
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ленности как самостоятельный напиток [7] 
и закваску для кисломолочных продуктов, 
в микробиологии как стимулятор роста 
микроорганизмов, в медицине как один 
из компонентов антителостимулирующе-
го препарата. Есть исследователи, которые 
рекомендуют использовать зооглею чай-
ного гриба в качестве экологически чисто-
го биологически активного материала для 
изделий медицинского назначения [2, 7]. 
Однако сообщения о ее применении еди-
ничны, поэтому мы считаем, что биотехно-
логический потенциал зооглеи медузомице-
та еще не исчерпан.

Использование чайного гриба в пище-
вой промышленности, фармацевтике и ми-
кробиологии связано с богатым химическим 
составом его культуральной среды. В ней 
содержатся белки, липиды, сахара, витами-
ны, ферменты, органические кислоты, эта-
нол и т.д. [2, 8]. Имеются также сообщения 
о структуре зооглеи Medusomyces gisevii, ко-
торая состоит из культуральной жидкости, 
составляющей до 90 % от ее общего объема, 
и пленки из микробиальной целлюлозы, 
являющейся продуктом сложных химиче-
ских превращений углеводов [5], а в толще 
ее матрикса сосредоточены как живые, так 
и погибшие микроорганизмы, образующие 
данный симбионт [8, 9].

Метаболическая активность чайного 
гриба в целом определяет и биотехноло-
гический потенциал всех составных ком-
понентов симбионта. Учитывая вышео-
писанный интерес не только к жидкости, 
но и к зооглее симбионта, на повестку дня 
выступает задача повышения ее массовой 
доли в процессе культивирования, так как 
на ранних сроках выращивания, когда жид-
кость наиболее пригодна для использова-
ния, объем зооглеи еще не значителен. Это 
диктует необходимость изыскания путей 
стимуляции интенсивности прироста био-
массы зооглеи, без ущерба для тех показа-
телей метаболизма, которые определяют 
биотехнологические качества субстанции. 
К числу таких, по нашему мнению, можно 
отнести этиловый спирт, неминуемо обра-
зующийся в процессе жизнедеятельности 
симбионта и играющий определенную роль 
на каждом этапе культивирования.

Анализ кинетики накопления и ути-
лизации метаболитов на ранних стадиях 
культивирования чайного гриба свидетель-
ствует, что дрожжи и уксуснокислые бак-
терии за счет своих метаболитов вступа-
ют в симбиотические отношения в первые 
сутки совместного выращивания. Один из 
партнеров симбиоза – дрожжи, сбражива-
ет субстрат до этилового спирта, который 
является источником питания для друго-

го – уксуснокислых бактерий [8]. Этиловый 
спирт накапливается с самого начала куль-
тивирования вместе с падением концентра-
ции сахара в культуральной среде. Этанол 
превращается в уксусную кислоту, мак-
симум концентрации которой приходится 
на минимум концентрации этанола. После 
достижения максимума концентрация аце-
тата медленно падает, по мере того как он 
превращается в воду и углекислый газ [8]. 
Благодаря этому наличие этилового спирта 
и уксусной кислоты в культуральной жидко-
сти создает дополнительный барьер защиты 
медузомицета от обсеменения его посто-
ронней микрофлорой. Таким образом, для 
Medusomyces gisevii содержание в культу-
ральной жидкости этилового спирта в опре-
деленной концентрации на определенные 
сутки культивирования является одним из 
важнейших критериев нормальной жизне-
деятельности данного микробного симби-
онта, который необходимо учитывать при 
подборе стимуляторов прироста зооглеи.

В качестве такого стимулирующего фак-
тора большой интерес представляет озон, 
влияние которого на рост и размножение 
различных микроорганизмов в определен-
ных дозах является спорным. Так, напри-
мер, для Escherichia coli доза озона в пита-
тельной среде, равная 0,057 мг/л, является 
ингибирующей, а дозы 0,012 и 0,035 мг/л 
стимулируют рост и размножение этих бак-
терий [1]. А у дрожжевых клеток низкие 
дозы озона стимулировали Н-АТФазу, ды-
хание и репродуктивную способность [6].

Не менее важным условием для роста 
и жизнедеятельности всех микроорганиз-
мов является температура, поэтому учет 
стимулирующего действия любого факто-
ра без обеспечения оптимального темпера-
турного режима культивирования является 
нецелесообразным. Medusomyces gisevii 
способен развиваться в широких темпе-
ратурных диапазонах, поэтому для наших 
исследований были выбраны наименьшая 
и наибольшая из оптимальных температур 
(20 и 35 °C), рекомендуемых для данного 
симбионта [2, 4].

Цель работы – проведение количе-
ственной оценки содержания этилового 
спирта в культуральной жидкости чайного 
гриба как показателя кинетики его метабо-
лизма на разные сутки культивирования, 
под влиянием различных доз озона с учетом 
температурного режима.

Материалы и методы исследования
В качестве исследуемого объекта выступала 

культуральная жидкость Medusomyces gisevii (чайно-
го гриба). Культивирование симбионта проводили на 
3-х вариантах питательной среды. Первый вариант – 
классическая питательная среда с использованием 
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воды, сахарозы (10 %) и экстракта чайного листа 
(0,1 %) (Caméllia sinénsis) без озонирования, кото-
рая являлась контрольной. Два других варианта ос-
новывались на классической питательной среде, но 
подвергались озонированию с помощью озонатора 
ОВиВ (Украина) в дозах 0,025 мг в 1000 мл и 0,063 мг 
в 1000 мл соответственно. Готовые среды разлива-
лись по 40 мл в стерильные стеклянные колбы общей 
численностью 126 штук и засевались инокулятом – 
культуральной жидкостью, полученной от предыду-
щего культивирования [2] в количестве 10 % от объ-
ема среды.

Культивирование чайного гриба на каждом ва-
рианте питательной среды проводилось при двух 
температурных режимах (при комнатной температу-
ре 20 °С и в термостате при 35°С) и осуществлялось 
в течение месяца.

Определение этилового спирта в пробах куль-
туральной жидкости чайного гриба осуществлялось 
газохроматографическим методом на хроматографе 
«Цвет-500» с пламенно-ионизационным детекто-
ром. Расчеты проводили методом абсолютной кали-
бровки по стандартным растворам. Замеры прово-
дились в трехкратном повторении непосредственно 
после засева, на 5-е,10-е,15-е, 20-е, 25-е, 30-е сутки 
культивирования. 

Результаты исследований 
и их обсуждение

Установлено, что спирт обнаруживает-
ся во всех пробах культуральной жидкости 
чайного гриба в течение всего периода куль-

тивирования независимо от варианта пита-
тельной среды.

На рис. 1 и 2 представлены кривые зави-
симости концентрации этанола в культураль-
ной жидкости чайного гриба от суток культи-
вирования. Исходное количество спирта на 
начальном этапе эксперимента во всех пробах 
составило 0,023 объемных процента.

Изучение кинетических кривых при 
режиме культивирования 20 °С показа-
ло, что во всех пробах – озонированных 
и неозонированных, динамика этилового 
спирта одинакова при отсутствии суще-
ственных отличий количественных по-
казателей этого параметра. Количество 
спирта, начиная с первых суток, нарастает 
пропорционально времени культивирова-
ния вплоть до 10 суток.

Первый пик наибольшей концентра-
ции приходится на 10-е сутки. С 10-х по 
15-е сутки количество спирта снижается во 
всех пробах. После 15-х суток начинается 
повторное повышение количества этанола 
вплоть до 30-х суток, когда количественные 
значения спирта максимальны. Таким об-
разом, при культивировании чайного гриба 
при температуре 20 °С не отмечено выра-
женного влияния озона, независимо от его 
дозировки, на количественные показатели 
уровня этанола и его динамику.

Рис. 1. Динамика этанола в культуральной жидкости чайного гриба (культивирование при 20 °C)

Рис. 2. Динамика этанола в культуральной жидкости чайного гриба (культивирование при 35 °C)
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При выращивании чайного гриба при 
35 °С, как и при 20 °С, динамика уровня 
этилового спирта в пробах, культивируе-
мых на всех трех вариантах сред, анало-
гична. Однако пики спадов и подъемов 
отдельных кривых кинетики не всегда 
совпадают с таковыми, культивируемы-
ми при температуре 20 °С. Достижение 
максимальных значений концентрации 
этилового спирта во всех пробах проис-
ходит на 10-е сутки культивирования, что 
в количественном выражении совпадает 
с данными, полученными на эти же сут-
ки при культивировании при 20 °С, а с 10 
по 15 сутки выращивания при применен-
ных температурных режимах наблюдает-
ся падение концентрации спирта. Однако, 
в отличие от культивирования при 20 °С, 
после 15 суток культивирования при режи-
ме 35 °С падение концентрации этилового 
спирта во всех культуральных жидкостях 
продолжается. После 20-х суток наблю-
дается лишь небольшая тенденция к уве-
личению концентрации этанола в пробах, 
но в целом его количество практически 
не изменяется вплоть до 30-х суток, тогда 
как при режиме культивирования 20 °С на 
30-е сутки достигаются максимальные зна-
чения концентраций этанола во всех иссле-
дуемых культуральных жидкостях.

Заключение 
Таким образом, при сравнении кривых 

кинетики, отдельно по каждому из взя-
тых температурных режимов, не выявле-
но существенного влияния озона на коли-
чественные показатели уровня этилового 
спирта в озонированных и неозонирован-
ных пробах. По нашему мнению это связано 
с устойчивостью симбионта к химическим 
факторам. Однако, культивирование, как 
в озонированных средах, так и без озона 
с использованием повышенного темпера-
турного режима приводит к значительно-
му снижению, почти на порядок, концен-
траций этилового спирта в культуральных 
жидкостях по сравнению с режимом 20 °С. 
Это может свидетельствовать о нарушениях 
симбиоза после 15 суток культивирования 
Medusomyces gisevii (чайного гриба) при 
температуре 35 °С и как следствие сниже-
нии интенсивности метаболизма микроор-
ганизмов симбионта. 

Исследование проведено при финансо-
вой поддержке Минобрнауки России, в рам-
ках выполнения базовой части государ-
ственного задания (2014/2016).
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