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Определено влияние флавоноидов (гесперетина, флавонона, моногидро-
ксипроизводных флавонона, оснований Шиффа флавоноидов и их производ-
ных) на активность АВС-белков и жизнеспособность дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae. Среди исследованных соединений производные 6-гидроксифлаво-
нона с тиокарбогидразидом и гесперетина с 2-аминобензгидразидом в кон-
центрации 50 мкмоль стимулируют активность АВС-белков сахаромицета 
при окислении глицерина в процессе дыхания. Указанные соединения не 
влияют на жизнеспособность дрожжевых клеток и могут найти применение 
в биотехнологии в качестве модуляторов активности АВС-белков. 

Введение. Дрожжи Saccharomyces cerevisiae широко исполь-
зуются в биотехнологических процессах вследствие их высокой 
скорости роста, устойчивости к повышенной кислотности среды 
и этанолу [1]. Кроме того, они, в отличие от бактерий, не подвер-
жены заражению бактериофагами, обладают свойством высоко-
эффективной гомологичной рекомбинации, что обеспечивает ста-
бильное геномное включение кассет множественной экспрессии 
для решения различных задач метаболической инженерии [2].

Одним из недостатков дрожжей S. cerevisiae как базового ор-
ганизма биотехнологии является узкий спектр утилизируемых 
углеродсодержащих субстратов, что ограничивает использова-
ние дешевого возобновляемого сырья в производственных про-
цессах. В частности, дрожжи потребляют гексозы, однако не ме-
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таболизируют пентозы и сахарные кислоты, входящие в состав 
биополимеров растительного происхождения [3]. Кроме того, 
в аэробных условиях они переходят от окислительного к респи-
раторно-бродильному метаболизму (эффект Крэбтри) при пре-
вышении концентрации глюкозы в среде более 0,5–1,0 г/л, что 
сопровождается переориентацией углеродного метаболизма на 
продукцию этанола и уксусной кислоты и, как следствие, сниже-
нием выхода биомассы из-за развития этанольного стресса [2, 4]. 
Данная специфическая особенность метаболизма S.  cerevisiae 
полезна при производстве алкогольных напитков или биоэтано-
ла и нежелательна при производстве дрожжевой биомассы и по-
лучаемых из нее продуктов [5]. 

В связи с вышеизложенным в настоящее время ведется по-
иск новых углеродсодержащих субстратов для биотехнологиче-
ских процессов, основанных на использовании S. cerevisiae. Од-
ним из таких источников углерода, получаемых из содержащих 
масла и жиры возобновляемых ресурсов, является глицерин. 
Его восстановительные свойства способствуют ферментации 
более окисленных, чем глюкоза, соединений, в частности, ук-
сусной кислоты. Поэтому использование глицерина в качестве 
углеводного компонента питательных сред для выращивания 
S. cerevisiae представляется одним из способов повышения вы-
хода биомассы и/или внутриклеточных метаболитов [7].

Переход S. cerevisiae от брожения к дыханию позволяет зна-
чительно увеличить выход молекул АТФ, что оказывает суще-
ственное влияние на активность АВС-транспортеров в клетках 
дрожжей  [3]. АВС-транспортеры – это суперсемейство белков, 
которые осуществляют активный транспорт разнообразных суб-
стратов через клеточную мембрану [8]. Несмотря на то что АВС- 
белки выполняют множество полезных функций, низкая актив-
ность АВС-транспортеров при повышении концентрации этанола 
служит причиной развития этанольного стресса и, как следствие, 
снижения жизнеспособности S. cerevisiae [9]. В связи с этим ак-
туальным является поиск эффективных модуляторов активности 
АВС-транспортеров для повышения жизнеспособности дрож-
жей, утилизирующих различные субстраты в условиях развива-
ющегося этанольного стресса.



78	 Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	14

Перспективными модуляторами активности АВС-транспорте-
ров являются флавоноиды, к основным преимуществам которых 
можно отнести слабую токсичность и значительное содержание 
в пищевом сырье, которое используется для производства вина 
(флавонолы) и пива (катехин, катехингаллат, эпикатехингаллат, 
кемпферол, кверцетин и т. д.) [14]. Флавоноиды обладают свой-
ством взаимодействовать с клеточной мембраной и интегриро-
ванными в нее ферментами и белками, в том числе АВС-транс-
портерами [15]. При этом эффективность и направленность 
действия флавоноидов во многом определяется их химической 
структурой [16, 17]. 

Содержащиеся в растительном сырье флавоноиды могут 
модулировать активность ABC-белков и тем самым влиять на 
устойчивость дрожжевых клеток к различным химическим со-
единениям. Например, повышение активности АВС-белков, сво-
дящее к минимуму токсическое действие побочных продуктов 
метаболизма, может приводить к увеличению выхода биомассы 
S.  cerevisiae, что особенно важно для производства вина, пива 
и биоэтанола. Метаболическая модификация в клетках дрож-
жей потенциально может также изменять биологическую актив-
ность флавоноидов, включая АВС-транспортеры.

Цель работы – исследование влияния флавоноидов и их 
производных на активность АВС-белков и жизнеспособность 
клеток S. cerevisiae в процессе дыхания.

Материалы и методы. Нативный флавоноид (6-ОН-фла-
вонон или гесперетин) в количестве 10 ммоль и бензгидра-
зид (HHSB) (или тиосемикарбазид (HTSC), тиокарбогидразид 
(6-OH-FTCH), или изониазид (HIN), или 2-аминобензгидразид 
(HABH)) в зависимости от типа синтезируемого основания Шиф-
фа в количестве 11 ммоль растворяли в метаноле (40 мл) [18]. За-
тем добавляли 1 мл ледяной уксусной кислоты, и полученный 
раствор (рН ~4,0) кипятили на масляной бане в течение 24 ч 
при постоянном перемешивании, после чего концентрировали 
и охлаж дали. Выпавший осадок флавоноидов отделяли филь-
трованием, промывали водой и перекристаллизовывали в смеси 
N,N-диметилформамида и воды.
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Структуру и физико-химические свойства синтезированных 
соединений флавоноидов определяли методами высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии, масс-спектроскопии, ядер-
ного магнитного резонанса, инфракрасной спектроскопии и аб-
сорбционной спектрофотометрии [21, 22].

Дрожжи S. cerevisiae из рабочей коллекции Полесского госу-
дарственного университета выращивали в жидкой питательной 
среде следующего состава (%): глицерин – 2,0, дрожжевой экс-
тракт – 1,0, пептон – 2,0. Глубинное культивирование дрожжей 
проводили в колбах на качалке при температуре 30 °С до дости-
жения логарифмической (λ600 = 0,5 ± 0,05) или стационарной фа-
зы роста (λ600 = 1,5 ± 0,05). 

По окончании культивирования биомассу дрожжей отде-
ляли центрифугированием при 150 g в течение 3 мин, дважды 
промывали и ресуспендировали (3 × 108 клеток/мл) в среде сле-
дующего состава (%): глутаминовая кислота – 0,1; сульфат ам-
мония – 0,17; глицерин – 2,0; pH 7,0. 

Количество жизнеспособных клеток S.  cerevisiae  в суспен-
зии определяли на приборе LUNA-II с использованием трипано-
вого голубого (0,4 %). 

Для определения экспрессии в клетках дрожжей АВС-бел-
ков семейств ABCB, ABCC и ABCG использовали соответству-
ющие ингибиторы – верапамил (20 мкмоль), МК-571 (50 мкмоль) 
и новобиоцин (100 мкмоль). 

Определение влияния флавоноидов на активность АВС-бел-
ков проводили в смеси, содержащей суспензию клеток S.  cere-
visiae, флавоноиды (5 и 50 мкмоль) и субстрат – зонд кальце-
ин-AM (10 мкмоль). Длительность реакции составляла 60 мин 
при 30 °С [20]. 

Жизнеспособность дрожжей S.  cerevisiae определяли обра-
боткой их клеток пропидий иодидом (30 мкмоль, 4 °С, 5 мин).

Измерение флуоресценции кальцеина и пропидий иодида 
проводили методом проточной цитофлуориметрии (BD FACS-
Canto™ II, США) с использованием лазера с длиной волны 
488 нм. Для измерения флуоресценции кальцеина использова-
ли канал детекции FITC, пропидий иодида – PerCP-Cy5-5. Ко-
личество измеряемых событий для каждой экспериментальной 
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группы составило не менее 10 000 клеток. Полученные файлы 
анализировали с использованием программного обеспечения 
BD FACSDiva™. 

Об активности АВС-белков судили по доле клеток с каль-
цеинзависимой флуоресценцией в общем количестве жизнеспо-
собных клеток, выраженной в процентах. Количество нежизне-
способных клеток выражали долей клеток с пропидий иодид-за-
висимой флуоресценцией в общем количестве клеток. 

Для статистической обработки результатов применяли t-кри-
терий Стьюдента в случае нормального распределения выборки 
или непараметрический критерий Манна–Уитни. Нормальность 
распределения выборки определяли методом Шапиро–Уилка. 
Различия между средними арифметическими эксперименталь-
ных данных рассматривались как достоверные при уровне значи-
мости p < 0,05. 

Результаты и обсуждение. В опытах с использованием ин-
гибиторов установлено наличие активности основных семейств 
АВС-белков в клетках S. cerevisiae в процессе дыхания с исполь-
зованием глицерина в качестве субстрата. В этом случае в клет-
ках дрожжей, находящихся в логарифмической и стационарной 
фазе роста, отмечается слабая экспрессия АВС-транспортеров. 
Вероятно, это обусловлено незначительным накоплением таких 
побочных продуктов метаболизма глицерина, как этанол и ук-
сусная кислота [23]. 

Исследуемые флавоноиды и их производные достоверно не 
влияли на активность АВС-белков дрожжей S. cerevisiae, тогда 
как часть из них стимулировала активность АВС-транспортеров 
(табл. 1). Основание Шиффа 6-гидроксифлавонона (6-ОH-FTCH, 
50 мкмоль) уменьшало количество находящихся в логарифмиче-
ской фазе роста дрожжевых клеток с кальцеинзависимой флу-
оресценцией в 4,6 раза по сравнению с контролем и в 6 раз по 
сравнению с нативной молекулой 6-ОН-флавонона. Кроме того, 
по сравнению с нативным гесперетином его основание Шиффа 
(HABH) (50 мкмоль) снижало долю клеток с флуоресценцией 
в логарифмической и стационарной фазе роста соответственно 
в 2,8 и 2 раза.
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Т а б л и ц а  1. Доля клеток S. cerevisiae с кальцеинзависимой 
флуоресценцией в общей популяции жизнеспособных клеток при 

воздействии флавононов, гесперетина и их оснований Шиффа

Вариант опыта
Концентрация  
флавоноидов,  

мкмоль 

Логарифмическая  
фаза роста 

Стационарная  
фаза роста 

доля жизнеспособных клеток, %

Контроль 0 94,0 ± 6,0 95,8 ± 3,5
Основание Шиффа флавонона и его производных

Флавонон 5 97,8 ± 1,8 96,9 ± 2,6
50 95,2 ± 2,7 94,4 ± 6,4

2′-ОН-флавонон 5 93,2 ± 1,7 93,6 ± 3,0
50 96,6 ± 4,5 98 ± 5,7

6-ОН-флавонон 5 94,9 ± 0,1 97,8 ± 2,0
50 93,9 ± 5,4 98,2 ± 1,1

6-OH-FTCH 5 92,5 ± 3,2 90,8 ± 6,4
50 20,3 ± 5,1*, ** 94,2 ± 1,0

Основание Шиффа гесперетина и его производных 

Гесперетин 5 97,1 ± 2,4 95,6 ± 3,7
50 97,8 ± 1,3 83,1 ± 11,6

HABH 5 94,2 ± 0,2 95,6 ± 3,7
50 34,0 ± 7,8*, ** 45,2 ± 5,3*, **

HTSC 5 91,8 ± 3,8 97,9 ± 1,9
50 92,5 ± 1,7 96,4 ± 1,4

HIN 5 95,6 ± 3,1 96,7 ± 2,7
50 99,0 ± 0,1 92,9 ± 4,0

* Р < 0,05 по отношению к контролю.
** Р < 0,05 по отношению к нативным флавоноидам.

Ранее установлено, что при сбраживании глюкозы доля не-
жизнеспособных клеток S. cerevisiae, вступивших в логарифми-
ческую и стационарную фазу роста, составляет соответственно 
22 и 19 % [23], что из-за развития этанольного стресса значи-
тельно превышает этот показатель, характерный для процесса 
дыхания.

Флавононы (флавонон, гесперетин) не влияли на жизнеспо-
собность клеток дрожжей при использовании глицерина в каче-
стве субстрата дыхания (табл. 2).

Как видно из приведенных в табл. 2 данных, среди иссле-
дованных гидроксипроизводных флавонона только 6-ОН-фла-
вонон (50 мкмоль) значительно повышал количество погибших 
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дрожжевых клеток в логарифмической фазе роста S. cerevisiae, 
а также 2′-ОН-флавонон – в стационарной. Отмечено, кроме то-
го, увеличение числа нежизнеспособных клеток дрожжей, нахо-
дящихся в стационарной фазе роста, под влиянием производных 
6-ОН-флавонона (6-ОН-FTCH, 50 мкмоль) по сравнению с воз-
действием нативного 6-ОН-флавонона. 

Т а б л и ц а  2. Влияние флавононов, гесперетина  
и их оснований Шиффа на жизнеспособность клеток S. cerevisiae

Вариант опыта
Концентрация 
флавоноидов,  

мкмоль 

Логарифмическая  
фаза роста 

Стационарная  
фаза роста 

доля нежизнеспособных клеток S. cerevisiae, %
Контроль 0 0,38 ± 0,06 0,47 ± 0,06

Основание Шиффа флавонона и его гидроксипроизводных

Флавонон 5 0,83 ± 0,09 0,65 ± 0,11
50 1,27 ± 0,42 0,70 ± 0,02

2′-ОН-флавонон 5 0,73 ± 0,14 0,54 ± 0,01
50 1,86 ± 0,03 4,02 ± 0,83*

6-ОН-флавонон 5 0,77 ± 0,13 0,60 ± 0,12
50 15,05 ± 1,00* 1,53 ± 0,87

6-OH-FTCH 5 1,34 ± 0,89 0,77 ± 0,27
50 1,85 ± 1,13 4,04 ± 0,80*, **

Основание Шиффа гесперетина и его производных 

Гесперетин 5 0,44 ± 0,11 0,58 ± 0,11
50 0,62 ± 0,19 1,02 ± 0,49

HABH 5 5,15 ± 0,46*, ** 0,57 ± 0,15
50 1,27 ± 0,63 1,37 ± 0,06

HIN 5 1,14 ± 0,46 0,52 ± 0,21
50 2,73 ± 0,15*, ** 0,58 ± 0,13

HTSC 5 9,21 ± 1,10*, ** 0,69 ± 0,34
50 12,61 ± 1,4*, ** 1,01 ± 0,48

* Р < 0,05 по отношению к контролю.
** Р < 0,05 по отношению к нативным флавоноидам.

Обнаружено, что производные гесперетина оказывали бо-
лее выраженное отрицательное влияние на жизнеспособность 
дрожжей в логарифмической, чем в стационарной фазе их роста. 
Максимальное увеличение нежизнеспособных дрожжевых кле-
ток отмечено при воздействии производных гесперетина с тио-
семикарбазидом (HTSC) в обеих исследуемых концентрациях. 
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Заключение. Среди синтезированных оснований Шиф-
фа только производные 6-ОН-флавонона с тиосемикарбази-
дом (6-OH-FTCH) и гесперетина с 2-аминобензоилгидразином 
(HABH) оказались перспективными биостимуляторами АВС-
транс пор теров у дрожжей S. cerevisiae. Указанные соединения, 
повышающие устойчивость к токсическим продуктам метабо-
лизма, могут найти применение в биотехнологических процес-
сах, основанных на использовании S. cerevisiae. 

Исследования выполнены при поддержке Белорусского рес-
публиканского фонда фундаментальных исследований (грант от 
02.05.2019 № М19МС-033, ГР № 20200121).
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INFLUENCE OF FLAVONONE AND HESPERETIN SCHIFF BASES
ON THE ACTIVITY OF ABC TRANSPORTERS IN SACCHAROMYCES

CEREVISIAE CELLS IN THE RESPIRATION PROCESS

V. M. GRECHKO1, V. T. CHESHCHEVIK1, A. DZEIKALA2, A. SYKULA2,
P. BLAZINSKA2, E. LODYGA-CHRUSCINSKA2

1Polessky State University, Pinsk, Belarus, grechko.v@polessu.by
2Lodz University of Technology, Lodz, Poland, elalodyg@p.lodz.pl

A certain effect of flavonoids (hesperetin, flavonone, monohydroxy derivatives
of flavonones and their Schiff bases of flavonoids) on the ABC-transporters activity
and the viability of the yeast cells Saccharomyces cerevisiae. Among of the studied
compounds, derivatives of 6-hydroxyflavonone with thiocarbohydrazide and hes-
peretin with 2-aminobenzhydrazide at a concentration of 50 μmol stimulated the ac-
tivity of ABC-transporters in the S. cerevisiae cells during the oxidation of gly cerol
during respiration. These compounds were not affect the viability of yeast cells and
can be used in biotechnology as modulators of the ABC-transporters activity.
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