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Аннотация. Проведены исследования по сравнительному изучению кефирных зерен (КЗ) кустарно-
го производства из разных территориальных зон их исторического происхождения: Северная Осетия 
(Кавказ), Тибетский район Китая и Московский регион (Россия) и кефиров, приготовленных с 
использованием этих КЗ. Изучена морфология КЗ, их ростовые характеристики. Используя молеку-
лярно-генетические методы высокопроизводительного секвенирования V4 фрагментов генов 16S 
pPHK бактерий и области ITS1 комплекса I8S-ITSl-5.8S-ITS2-28S pPHK дрожжей, установлены разли-
чия бактериального и дрожжевого состава в микробиомах этих кефирных зерен. Изучен антимикроб-
ный спектр действия кефиров, приготовленных на их основе. Показано, что кефиры подавляли рост 
разных групп бактерий и микроскопических грибов. Представленные результаты можно рассматри-
вать как системы взаимоотношений дрожжей и бактерий в природных экосистемах, способствующих 
выделению новых морфотипов потенциальных пробиотических культур. 1
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 Abstract. A comparative study was conducted between kefir grains (KG) collected from various regions of their 
historical origin: North Ossetia (Caucasus), the Tibetan region of China, and the Moscow region (Russia), and 
kefirs prepared using these KG. The morphology and growth characteristics of the KG were studied. Using 
molecular genetics, high-throughput sequencing of the V4 fragments of the 16S rRNA genes of bacteria and 
the ITS1 region of the I8S-ITS1-5.8S-ITS2-28S rRNA complex of yeast, differences in the bacterial and yeast 
composition of the microbiomes of these KGs were identified. The presented data can be considered as a system of 
interactions between yeast and bacteria in natural ecosystems, facilitating the identification of new morphotypes 
of potential probiotic cultures.2
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ВВЕДЕНИЕ

Кефир — это кисломолочный продукт смешан-
ного молочнокислого и спиртового брожения, для 
производства которого используют закваску на 
кефирных грибках. Кефирный грибок — уникаль-
ный естественный симбиотический консорциум, 
который содержит до 50 различных видов бактерий 
и дрожжей, заключенных в матрицу из белка и по-
лисахаридов [8]. 

Многочисленные комбинации этих  микроор-
ганизмов на уровне видов приводят к получению 
кефиров с уникальными характеристиками. Кефир 
начали изготавливать на Кавказе, в тибетских 
или монгольских горах, где до 2000 года до нашей 
эры кефирное зерно традиционно передавали из 
поколения в поколение. Он считался источником 
семейного богатства, а сам процесс приготовле-
ния кефира держали в строгом секрете. Название 
кефир происходит от турецкого Kefir, что означает 
«благополучие» или «жить хорошо» из-за общего 
чувства здоровья и благополучия, возникающего у 
тех, кто его потребляет. Повсеместное распростра-
нение кефирных зерен как в России, так и в других 
регионах произошло много лет назад. Однако при 
более детальном изучении выявлено, что микроб-
ный состав кефирных зерен из разных регионов 
может различаться, что и обуславливает различия 
органолептических и биотехнологических свойств 
изготовленных кефиров. Технологии производства 
уникальны в каждом отдельно взятом регионе, 
следовательно, в процессе селекции были отобраны 
наиболее устойчивые к конкретным сложившимся 
условиям виды симбионтов кефирного зерна [5]. 
Точный микробный состав кефирных зерен до сих 
пор остается спорным. Наиболее распространенны-
ми бактериями в зернах кефира и кефире являются 
молочнокислые бактерии (МКБ), на долю которых 
приходится от 37 до 90 % микробной популяции. 
Ассоциативная микробная комбинация кефирных 
зерен является устойчивым, высокоорганизован-
ным сообществом, обладающим сложными верти-
кальными и горизонтальными трофическими свя-
зями. Сложные взаимодействия между дрожжами 
и бактериями, а также их зависимость от кефирных 
зерен еще не полностью изучены. Однако, когда 
бактерии выделяли из зерна, дрожжи не росли так 
эффективно [6, 8].  

 На протяжении веков кефиру приписывали 
многие полезные свойства, его даже употребляли в 
качестве натурального лекарства.

Основными продуктами ферментации кефира 
являются молочная кислота, этанол и CO2, которые 

придают этому напитку вязкость, кислотность и 
низкое содержание алкоголя. Также можно найти 
второстепенные компоненты, в том числе диацетил, 
ацетальдегид и аминокислоты, входящие в состав 
ароматизаторов [11]. Кефир и его компоненты 
обладают антимикробной, противоопухолевой, 
антиканцерогенной и иммуномодулирующей ак-
тивностью, а также улучшают усвоение лактозы. 
Аминокислоты с разветвленной цепью, которые 
также содержатся в кефире, улучшают когнитивное 
восстановление пациентов с тяжелой черепно-моз-
говой травмой [1]. 

Имеются данные о благоприятном влиянии 
кефира, используемого при лечении COVID-19, что 
проявлялось в повышении уровня лимфоцитов, 
снижении скорости оседания эритроцитов, улуч-
шении насыщения кислородом крови и позволило 
снизить пагубное влияние цитокинового шторма. 
Авторы объясняют эти результаты противовоспали-
тельным действием микробиоты кефира [12]. 

В настоящее время ряд научных исследований 
подтвердил пользу кефира для здоровья как про-
биотического напитка с большим потенциалом, 
который можно производить в домашних условиях, 
имеющего низкую себестоимость производства и 
легко включаемого в рацион питания.

Внимание микробиологов, как отечественных, 
так и зарубежных, давно обращено на кефирные 
зерна как ассоциативную культуру.  Несмотря на 
это, закономерности их функционирования и об-
разования структуры остаются малоизученными. 
Исторический опыт и научные сообщения свиде-
тельствуют о том, что микробный состав кефирного 
зерна зависит от его происхождения, а также мест-
ных условий культивирования.

В связи с этим сравнительный анализ микробно-
го состава сообщества кефирных зерен, показателей 
качества кефирного напитка помогут выяснить роль 
разных групп микроорганизмов в формировании 
заквасок и готового кефирного продукта. 

Цель работы — сравнительный анализ кефирных 
зерен из разных территориальных зон и изучение 
антимикробных свойств кефиров, приготовленных 
на их основе.

МЕТОДИКА

Для проведения исследований получали кефир-
ные зерна (КЗ) из частных домохозяйств истори-
чески традиционных регионов их происхождения, 
включая Московский регион (N5), Cеверную Осе-
тию (ОS) и Тибетский район Китая (Т2-3). Зерна 
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хранили в лиофильно высушенном состоянии в 
коллекции культур кафедры микробиологии биоло-
гического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова. 

Культивирование кефирных зерен  
в лабораторных условиях. 

Лиофилизированные кефирные зерна (0,1 г) 
помещали в 20 мл стерильного молока (1,5 % жир-
ности) и культивировали в пробирках Фалькон на 
50 мл при комнатной температуре (21°С) в течение 
месяца для оживления культур при постоянных 
пересевах. Еженедельно производили замену моло-
ка — содержимое пробирок выливали в стерильное 
сито и промывали стерильной дистиллированной 
водой. Промытые кефирные зерна снова помеща-
ли в пробирки и заливали стерильным молоком. 
Кефирные зерна культивировали путем последова-
тельного высева зерен в увеличивающихся объемах 
молока для поддержания концентрации массы КЗ 
до 10 % [2].

Сканирующая электронная микроскопия кефирных 
зерен. Кефирные зерна промывали стерильной во-
дой и помещали в 2,5%-ный глутаровый альдегид, 
приготовленный на 0,1 М фосфатном буфере (мМ): 
KH2PO4 -1,8; Na2HPO4·12H2O - 10; NaCl - 137; KCl 
- 2,7, затем обезвоживали в этиловом спирте возрас-
тающей концентрации (30, 50, 70 %, 80, 90 и 100 %) 
с выдержкой по 10 мин. Далее образцы помещали в 
абсолютный спирт и высушивали гидратированный 
материал методом «критической точки» в HCP-2 
Critical Point Dryer (Hitachi, Япония). Высушенные 
препараты прикрепляли на специальные столики 
двусторонней клейкой лентой и напыляли смесью 
Au–Pd в ионно-распылительной установке Eiko IB-
3 Ion Coater (Hitachi, Япония). Морфологические 
характеристики изучаемых образцов кефирных 
зерен изучали с помощью сканирующего электрон-
ного микроскопа SU-8010 (Hitachi, Япония). 

Высокопроизводительное секвенирование гена 16S 
рРНК с бактериальными праймерами. Состав ми-
кробиомов и их таксономическую принадлежность 
определяли с помощью высокопроизводительного 
секвенирования гена 16S рРНК бактерий в области 
V4 фрагментов генов 16S рРНК бактерий [4, 14, 16,].

ДНК из образцов была выделена с использо-
ванием Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, 
USA) в соответствии с инструкцией производителя. 
Были использованы следующие праймеры: 515F 
(5′ GTGBCAGCMGCCGCGGTAA 3′; [12] и Pro-
mod-805R (5’-GACTACNVGGGTMTCTAATCC 
3′. Секвенирование проводили на приборе MiSeq 
system (Illumina, США) с использованием набора 

реагентов, считывающих по 150 нуклеотидов с каж-
дого конца. Демультиплексирование, последующую 
обработку и анализ полученных сиквенсов прове-
дили с использованием соответствующих скриптов 
QIIME 2 программного обеспечения ver.2019.1.

Высокопроизводительное секвенирование ДНК 
дрожжей по участку ITS1. Область ITS1 комплекса 
18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S рРНК была амплифици-
рована из ДНК выделенных дрожжей с использо-
ванием набора праймеров для ПЦР: ITS1F и ITSR. 
После амплификации полученные участки очища-
ли магнитными шариками AMPure XP (Beckman 
Coulter, США) и подготавливали к секвенированию 
с помощью набора Nextera XT DNA в соответствии 
с инструкциями производителя (Illumina, США). 
После каналов UPARSE сиквенсы были собраны, 
отфильтрованы и дереплицированы [4].

Операционные таксономические единицы 
(OTUs) были объединены в группы с идентично-
стью последовательности ≥ 97 %, из которых были 
удалены химеры. Таксономическая идентичность 
была установлена с использованием BLAST и спра-
вочной базы данных Fittings v. 1-2.

 Таксономия и операционные таксономические 
единицы были преобразованы в таблицу с помощью 
программы biom-format V1.3.1. 

Изучение антимикробного спектра действия  
кефиров, приготовленных на основе кефирных зерен из 

разных территориальных зон

Антимикробную активность кефиров, приго-
товленных на основе кефирных зерен из разных 
территориальных зон, определяли методом диф-
фузии в агар с измерением зоны подавления роста 
тест-культур в мм с дальнейшим перечетом уровня 
активности с использованием стандартных рас-
творов коммерческих препаратов антибиотиков. 
Уровень активности рассчитывали по стандартной 
кривой с учетом разведений растворов стандартных 
антибиотиков, специфичных для каждой группы 
микробов [19]. 

При изучении спектра ингибирующего действия 
в качестве тест-культур использовали представи-
телей разных групп бактерий: грамположительных 
бактерий Staphylococcus aureus 144; грамотрица-
тельных бактерий Escherichia coli ATCC 25922 (из 
коллекции микроорганизмов кафедры микро-
биологии биологического факультета МГУ имени 
М.В. Ломоносова), а также штаммы микроско-
пических грибов из коллекции микроорганизмов 
ФГБУНИИ по изысканию новых антибиотиков — 
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Aspergillus niger INA 00760 и дрожжи Candida albicans  
INA 00763. Бактерии E. coli, S. aureus выращивали 
на мясо-пептонном агаре (МПА) при 37 оС. Ми-
кромицеты выращивали при 28 оС на среде Сабуро, 
следующего состава (г/л): глюкоза — 40,0; пептон —  
10,0; агар-агар — 20,0; левомицетин — 10 мкг/мл.  
Таблетки левомицетина (Ирбитский химико-фар-
мацевтический завод) по 0,5 г растворяли в стериль-
ном буфере с рН 5,5 и добавляли в среду культиви-
рования грибов. 

Экстракцию антибиотика из кефиров проводили 
смесью ацетон: уксусная кислота: вода (4:1:5) при 
55 оС в течение 90 мин. Экстракты разводили фос-
фатным буфером (рН 5,5) в соотношении 1:10 и 0,12 
мкл растворов вносили в лунки на газон плотной 
агаровой среды в планшетах или в чашках Петри с 
засеянной тест-культурой. Уровень антимикробной 
активности определяли по величине зон подавле-
ния роста тест-культур вокруг лунки с дальнейшим 
пересчетом по калибровочной кривой. Фосфатный 
буфер с рН 5,5 для титрования антибиотика гото-
вили на дистиллированной воде, растворяя в 1 л 
6,64 г калия фосфорнокислого однозамещенного 
и 0,142 г калия фосфорнокислого двузамещенного. 
Буфер стерилизовали при 1 атм 20 мин. Растворы 
тест-культур в буфере с оптической плотностью 
ОП= 0,7 при 540 нм (1х106 - 1х108 КОЕ/мл) вносили в 
лунки на агаризованную среду. Использовали суточ-
ные тест-культуры бактерий или грибов, которыми 
засевали среды МПА или Сабуро, соответственно. 
По зоне задержки роста судили об ингибиторной 
способности кефиров по отношению к разным 
группам микроорганизмов.

В качестве стандарта для подавления роста 
грамположительных бактерий использовали ком-
мерческий препарат низина Nisaplin (Aplin&Barrett, 
Великобритания) с активностью 1х106 МЕ/г, на 
грамотрицательные бактерии — растворы левоми-
цетина в буфере с рН 5,5. (по 0,5 мг ОАО «Татхим-
фармпрепараты», Россия) по 100, 50 и 25 ед./мл. Для 
подавления микромицетов использовали растворы 
по 100, 50, 40 ед./мл коммерческого препарата ни-
статин (Sigma, США) с активностью 4670 ед/мг. 

Стерильные чашки Петри заливали средой для 
титрования с индикаторным микроорганизмом 
и пробивали лунки (d=6 мм). В лунки вносили  
100 ± 20 мкл полученных растворов проб и раз-
ведений стандарта — коммерческих препаратов 
антибиотиков. После 24 ч инкубирования измеряли 
диаметр зон задержки роста тест-культур и рассчи-
тывали уровень активности образцов кефиров. 

Статистическая обработка экспериментальных 
данных. Опыты проводили в трехкратных биологи-
ческих и аналитических повторностях. Статисти-
ческую обработку данных проводили с использова-
нием MS Excel. Достоверность различий оценивали 
по t-критерию Стьюдента. Обсуждались различия, 
достоверные при р ≤ 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Кефирные зерна, полученные из частных до-
мохозяйств в Осетии, Тибетском регионе Китая 
и Московском регионе, имели схожие морфоло-
гические характеристики: студенистые белые или 
слегка желтые массы эластичной консистенции, 
поверхность кефирных зерен бугристая, состоящая 
из скопления клеток, сверху покрытая желатино-
подобным матричным веществом в виде тонкой 
полисахаридной пленки. Эти компактные образо-
вания неправильной формы со складчатой или бу-
гристой поверхностью, с упругой консистенцией, 
по форме и цвету напоминают маленькие головки 
цветной капусты (рис.1). 

Рис. 1. Вид кефирных зерен, выделенных из кефира: 
а – образец  № 5 (Москва),б – OS (Осетия), в – N2-3 
(Тибет) 
Fig. 1. Type of kefir grains isolated from kefir: a – sample 
No. 5 (Moscow), b – OS (Ossetia), c – N2-3 (Tibet)

(а) (б)

(в)
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Их размер варьирует от нескольких миллиме-
тров до 2–4 см.

Электронно-микроскопические исследова-
ния кефирных зерен, полученных из Москвы, 
Осетии и Китая (район Тибета), показали, что 
микробиота кефирных зерен представлена дрож-
жевыми клетками лимонообразной и вытянутой 

формы, которые находятся в тесном соседстве с 
кокками и короткими или длинными палочками 
(рис. 2 и 3).  

В сканирующем электронном микроскопе 
при большем увеличении (рис. 3) показано про-
странственное распределение микроорганизмов в 
кефирных зернах.

(а) (б) (в)

Рис. 2. Вид кефирных зерен из разных регионов, выделенных из кефиров, в сканирующем электронном микроско-
пе (HITACHI SU-8010),  увеличение 1х 5 000 раз. Примечание:  а — Московского региона; б — Осетии; в – Тибета   
Fig. 2. View of kefir grains from different regions, isolated from kefirs, in a scanning electron microscope (HITACHI SU-
8010), magnification 1x 5000 times. Note: a — Moscow region; b — Ossetia; c — Tibet

Рис. 3. Вид поверхности и середины кефирного зерна (образец КЗ из Москвы) в сканирующем электронном микро-
скопе (HITACHI SU-8010), увеличение — а и б в 5000; в — в 10000 раз
Fig. 3. View of the surface and the middle of a kefir grain (sample KZ from Moscow) in a scanning electron microscope 
(HITACHI SU-8010), magnification — а and b 5000 times; c — 10000 times

(а) (б)
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Короткие палочки расположены ближе к по-
верхности грибка, а длинные и изогнутые тонкие 
палочки — по всему объему грибка, и концентра-
ция их увеличивается к центру. Кокки преимуще-
ственно располагаются на поверхности дрожжевых 
клеток, в то время как палочки находятся в про-
странстве между дрожжевыми клетками. Дрожжи 
наиболее прочно связаны со стромой кефирных 
зерен, они концентрируются в большей степени 
на поверхности КЗ. Плотность расположения 
микробных клеток во внутренней части кефирных 
зерен ниже, чем на поверхности.

 Дрожжи в зерне располагаются близко к его 
поверхности, что отражает их облигатную зависи-
мость от молекулярного кислорода, а в середине 
зерна обнаружены только бактерии, не нуждаю-
щиеся в кислороде. Распределение микроорганиз-
мов на поверхности и внутри зерен зависит от их 
отношения к кислороду, а также связано с разли-
чиями значений рН. Распределение микроорга-
низмов в зернах из других регионов было сходным.

Внутри зерен очень низкое значение рН, ко-
торое ингибирует рост лактококков. В связи со 
слабой адгезирующей способностью у Lactococcus 
lactis многие исследователи при использовании 

электронной микроскопии не обнаруживали 
присутствие кокков в составе кефирных зерен, 
несмотря на то, что L. lactis определяли как один из 
доминирующих видов в тех же зернах при исполь-
зовании других методов выделения [3, 5, 8].

Используя молекулярно-генетические методы, 
включая метод высокопроизводительного секвени-
рования V4 фрагментов генов 16S pPHK бактерий 
и области ITS1 комплекса I8S-ITSl-5.8S-ITS2-28S 
pPHK дрожжей, установлено разнообразие ми-
кроорганизмов в изучаемых образцах кефирных 
зерен (табл.1). Бактерии родов Lactococcus и 
Lactobacillus идентифицированы во всех иссле-
дуемых образцах КЗ, но в разных соотношениях, 
что согласуется с результатами исследований 
многих авторов [5, 6, 18]. Так, в кефирных зернах 
заквасок из московского региона их присутствие 
почти равное и составляет 41 и 40 % соответ-
ственно; в образцах из Тибета (Т2-3) присутство-
вало на 9 % больше лактобацилл, а в образцах 
КЗ  из Осетии число бактерии рода Lactococcus на  
16 % больше, чем Lactobacillus при их суммарном 
(84 %) доминировании в микробиоме (табл. 1). 

Таблица 1. Бактериальный состав микробиоты кефирных зерен из разных регионов по результатам высоко-
производительного секвенирования генов 16S рРНК (р ≤ 0,05)
Table 1. Bacterial composition of the microbiota of kefir grains from different regions based on the results of high-
throughput sequencing of 16S rRNA genes (p ≤ 0.05)

Образцы кефирного
зерна, шифр

Бактериальные культуры, род, %

Lacto-
bacillus

Lacto-
coccus

Leuco-
nostoc

Strepto-
coccus

Entero-
coccus

Aceto-
bacter Другие

№ 5 41 40 9 4 н/о н/о 6

OS 34 50 11 1 2 н/о 2

Т2-3 45 32 2 1 2 18 н/о

Следовательно, представители именно этих двух 
родов несут основную ферментационную нагрузку 
в биотехнологическом процессе получения кефира. 

Обращает также внимание факт наличия пред-
ставителей рода Leuconostoc во всех исследованных 
нами образцах КЗ, хотя и в разных соотношениях: 
9 % найдено в КЗ из московского региона, 11 % 
— из Осетии и лишь 2 % — из Тибета. Представи-
тели этого рода известны своими способностями 
образовывать полисахаридные пленки в аэробных 
условиях и проводить гетероферментативное мо-
лочнокислое брожение [1, 5]. 

В КЗ из Тибета идентифицированы 18 % уксус-
нокислых бактерий рода Acetobacter, что подтверди-
ло результаты китайских исследователей [10]. Уксус-
нокислые бактерии Acetobacter fabarum, Acetobacter 
pasteurianus выделены из кефиров, распространен-
ных в странах Европы: Франции, Бельгии, Ита-
лии, Швейцарии [2, 8]. Уксуснокислые бактерии, 
выделенные из молочных продуктов, относятся к 
роду Acetobacter, являются подвижными грамотри-
цательными палочками, которые располагаются 
поодиночке, попарно, цепочками. У некоторых 
штаммов могут присутствовать инволюционные 
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формы: сферические, изогнутые, нитевидные и т. 
д. Спор и капсул не образуют. Они окисляют спирт 
до уксусной кислоты в аэробных условиях (так 
называемое уксуснокислое неполное окисление). 
Некоторые штаммы могут окислять ацетат и лактат 
до CO2 и H2O, лактозу не гидролизуют.  В образцах 
из Осетии и Тибета обнаружены в незначительных 
количествах (1–2 %) МКБ родов Streptococcus и 
Enterococcus.

В микробиоме КЗ из Осетии и Тибета иден-
тифицированы бактерии родов Streptococcus и 
Enterococcus, составляющие всего 1–2 % от общего 
числа выявленных бактерий других родов. Тер-
мотолерантные МКБ Streptococcus thermophilus и 
Enterococcus durans были обнаружены также в соста-
ве микробиоты кефиров производства китайских и 
турецких фирм [5, 6, 8], что является естественным 
для КЗ из территорий с жарким климатом. Молоч-
нокислые бактерии рода Enterococcus, включаю-
щие Е. durans (ранее относилась к стрептококкам 
серологической группы D и Е), колонизируют 
кишечник человека в первые недели его жизни и 
являются незаменимой культурой, участвующей в 
процессах переработки пищи.

Практически в любом кисломолочном продук-
те, приготовленном с использованием естествен-
ных заквасок, присутствуют дрожжи. Несмотря на 
их широкое распространение, кефирные дрожжи 
изучены меньше, чем бактерии, присутствующие в 
кефирных зернах. Рост и развитие дрожжей проис-
ходит во много раз медленнее деления молочнокис-
лых бактерий (МКБ). Исходя из этого, их концен-
трация в продуктах гораздо меньше, чем МКБ, и, 
как следствие, обнаружение дрожжей происходит 
реже. Классические методы исследования ми-
кробного состава посредством высева на твердые 
среды отмытых и ресуспендированных фрагментов 
исследуемых кефирных зерен показали, что коли-

чество дрожжей в ассоциированном сообществе 
каждого зерна почти в 10 раз меньше количества 
бактерий (рис. 2, 3). МКБ расщепляют лактозу до 
простых сахаров, усваиваемых дрожжами. В свою 
очередь, дрожжи синтезируют витамины группы В, 
необходимые для роста и развития ауксотрофных 
МКБ [6].

Почкующиеся аскомицетные дрожжи, отно-
сящиеся к семейству Saccharomycetaceae, — по-
всеместно распространенные микроорганизмы, 
важные для производства продуктов питания и 
медицины. Благодаря недавним интенсивным 
геномным исследованиям таксономия дрожжей 
становится все более структурированной, основы-
ваясь на выявлении монофилетических таксонов, 
подразумевающих происхождение всех предста-
вителей таксона от одного общего предка, когда 
данный таксон включает в себя всех потомков 
соответствующего общего предка.  

При сравнении дрожжевого состава ми-
кробиомов КЗ из разных территориальных зон 
установлено, что у всех КЗ присутствуют дрожжи 
Kazachstania unispora и К. turicensis — нетрадици-
онные виды дрожжей, относящиеся к семейству 
Saccharomycetaceae. Причем в КЗ из Тибета домини-
рующими (88 %) являются K. unispora, а в образце  
ОS — K. turicensis (83 %). 

В образце № 5 дрожжи K. turicensis составляют 45 
% всего дрожжевого состава микробиома, но в этом 
образце присутствуют также дрожжи Kluyveromyces 
maxianus (38 %) и K. dobzhenskii (7 %). В небольшом 
количестве (4 %) были идентифицированы в КЗ из 
Осетии дрожжи Pichia kluyveri, которые не были 
идентифицированы в других КЗ. 

В китайском образце Т2-3 выявлены 
Kluyveromyces maxianus в количестве всего 3 % от 
общей суммы дрожжевого состава микробиома 
этих КЗ (табл.2). 

Таблица 2. Дрожжевой состав микробиоты кефирных зерен из разных регионов, определенный высокопродук-
тивным методом метагеномного анализа (р ≤ 0,05)
Table 2. Yeast composition of the microbiota of kefir grains from different regions, determined by a high-throughput 
metagenomic analysis method (p ≤ 0.05)

Образцы кефирного
зерна, шифр

Дрожжевые культуры, %

Kazachsta-nia
unispora

Kazachs-tania
turicensis

Kluyvero-myces
maxianus

Kluyveromy-ces
dobzhenskii

Pichia
kluveri

№ 5 10 45 38 7 н/о
OS 13 83 3 н/о 4
Т2-3 88 9 н/о н/о н/о

Примечание: № 5 (Москва); OS (Осетия); Т2-3 (Тибет);
н/о — не обнаружено.
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Представители дрожжевого сообщества ке-
фирных зерен рода Kazachstania считаются спец-
ифичными для заквасочных культур и обладают 
пробиотическими свойствами. 

Kluyveromyces marxianus — это аэробные дрож-
жи, способные к респиро-ферментативному ме-
таболизму, который заключается в одновремен-
ном генерировании энергии как за счет дыхания 
через цикл трикарбоновых кислот (ЦТК), так и за 
счет спиртового брожения. Эти аскомицетовые 
дрожжи с выраженными термотолерантными 
свойствами применяют в биотехнологической 
промышленности для производства ферментов, в 
частности инулиназы, β-галактозидазы и пекти-
назы. K. marxianus также используют в сельском 
хозяйстве и в пищевой промышленности, в том 
числе для получения этанола, ароматических 
соединений и в качестве заквасочных культур.  
Установлена безопасность этих дрожжей для здо-
ровья [17]. 

Представители дрожжей рода Pichia не способны 
усваивать лактозу.  Ферментация других углеводов 
зависит от вида этих дрожжей.  В частности, Pichia 
kluyveri  сбраживают глюкозу и не сбраживают га-
лактозу, сахарозу, мальтозу, рафинозу или трегало-
зу. Вышеуказанные дрожжи были ранее выделены 
из кефиров, производимых в Турции, Аргентине и 
в странах с жарким климатом [3, 5, 8, 2].

Для определения роста кефирных зерен в мо-
локе гравиметрическим методом были взяты фраг-
менты зерен приблизительно одинаковой массы. 
Результаты исследований по изучению накопления 
биомассы КЗ при периодических пересевах через 
24 ч инкубирования накопленной и отмытой от 
слизи биомассы разных зерен показали, что после 
12 суток  последовательного инкубирования КЗ в 
обрате биомасса зерна кефира из Осетии увеличи-
валась на 61 %, из Тибета — на 56 %, а из Москов-
ской области — на 65 % по сравнению с исходным 
весом исследуемых КЗ (табл. 3). 

Таблица 3. Прирост биомассы кефирных зерен, отобранных из разных регионов, при пересевах в течение  
12 суток
Table 3. Increase in biomass of kefir grains selected from different regions during reseeding for 12 days

Шифр образца
Биомасса (г) кефирных зерен при пересевах, сутки Прирост

биомассы за 12 сут, %1 4 8 12

OS (Осетия) 10,62
± 0,05

12,43
± 0,05

14,96
± 0,11

17,09
± 0,06

61,2
± 0,21

T2-3 (Тибет) 10,58
± 0,06

12,32
± 0,12

14,65
± 0,31

16,58
± 0,08

56,0
± 0,16

N5 (Москва) 10,65
± 0,035

12,58
± 0,1

15,28
± 0,1

17,58
± 0,11

65,3
± 0,17

За время проведеня эксперимента были по-
лучены значеня масс кефирных зере  установлен 
зависимост рост КЗ от времен созреваня кефира. 
Прирос биомассы КЗ свидетельствовал  симбио-
тических взаимоотношения микроорганизмо  ми-
кробиоме кефирног продукта.

Во время сбраживания молока кефирные зерна 
увеличиваются в размере, в дальнейшем их обыч-
но извлекают из кефира и промывают через сито  
(рис. 1), а затем повторно используют. При соблю-
дении режимов хранения КЗ могут сохранять свою 
активность в течение многих лет [15].   

Кефир отличается от других кисломолочных 
продуктов тем, что он не является результатом ме-
таболической активности одного или нескольких 
видов родственных микроорганизмов, а консор-

циума таксономически отдаленных микроорганиз-
мов — сбалансированного сообщества. Основным 
маркером для оценки симбиотических отношений 
между различными микроорганизмами в сообще-
стве является прирост биомассы во время фермен-
тационного процесса.

Одним из важных показателей пробиотических 
культур и продуктов функционального питания 
является способность подавлять рост и развитие 
патогенных и условно-патогенных микроорганиз-
мов. 

Ингибиторный эффект консорциума кефир-
ных зерен как закваски складывается из синтеза 
кислот, ацетоина, спиртов и других метаболитов, 
образующихся при сбраживании молока. Физио-
логическим свойством практически всех бактерий 
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является синтез бактериоцинов — белковых мета-
болитов, обладающих ингибиторным действием на 
разные группы бактерий. Имеет место штаммовая 
специфичность в отношении синтеза бактериоци-
нов [19]. В результате проведенных исследований in 

vitro установлено, что кефир, полученный на основе 
изучаемых образцов КЗ, проявлял антимикробную 
активность в отношении грамположительных и 
грамотрицательных бактерий, а также антимикоти-
ческую активность в отношении грибов (табл. 4). 

Таблица 4. Антимикробный спектр действия кефиров, приготовленных на основе кефирных зерен из разных 
территориальных зон, в динамике культивирования (р ≤ 0,05)
Table 4. Antimicrobial spectrum of action of kefirs prepared on the basis of kefir grains from different territorial zones, in 
the dynamics of cultivation (p ≤ 0.05)

Тест-культура Образец

Время культивирования в обрате, ч

Стандарты 
 антибиотиков

24 48 72

д, мм А д, мм А д, мм А

Staphylococcus aureus 144

1 14 106 15 110 16 122
Низин
МЕ/мл2 13 105 16 122 17 145

3 12 98 13 105 15 110

Escherichia coli ATCC 25922

1 14 32 18 54 20 62

Левоми-цетин, 
eд./мл

2 16 52 20 62 22 89

3 15 38 19 57 21 72

Aspergillus niger INA 00760

1 12 52 13 58 15 108
Нистатин, eд./

мл2 14 80 16 126 17 138

3 15 108 15 108 16 126

Candida albicans INA 00763

1 12 58  13 92 16 134
Нистатин,

ед./мл
2 15 122 16 134 17 160

3 14 102 16 134 18 176
Примечание: 1 — КЗ из Осетии; 2 — КЗ из Москвы; 3 — КЗ из Тибета; д, мм — диаметр зоны подавления роста тест-культуры; 
А — ингибиторная активность соответствующей концентрации антибиотика по калибровочной кривой: МЕ/мл — активность по низину; 
eд./мл — активность по левомицетину/нистатину.

Изучение антимикробного спектра действия 
кефиров, полученных из КЗ   Московского региона 
(№ 5), Осетии (ОS) и Тибета (T2-3) показало, что 
наиболее активными относительно оппортуни-
стических патогенов (S. aureus и E. coli) являются 
кефирные зерна из Москвы. Ингибиторная актив-
ность кефира против стафилококка увеличивалась 
по мере ферментации молока на 38 %: от 105 МЕ/
мл по низаплину за 24 ч ферментации до 145 МЕ/мл 
за 72 ч культивирования, а по отношению к E. coli 
за 24 ч — на 19 %, за 72 ч — на 71 % (по отношению 
к левомицетину). Этот кефир обладал и высокой 
фунгицидной активностью против грибов, которая 

составила 138 ед./мл (по нистатину), за 48 ч фермен-
тации увеличилась на 14 %, за 72 часа — на 28 %. 

Максимальную антимикотическую активность 
по отношению к дрожжам Candida albicans прояв-
лял кефир на основе зерен из Тибета — 176 ед./мл. 
Следует отметить, что кефир, приготовленный на 
КЗ из Московского региона, за первые 24 ч инку-
бации имел показал более высокую активность по 
сравнению с двумя другими кефирами (122 ед./мл). 
В последующие 24 ч активность кефира из КЗ ти-
бетского района Китая увеличилась на 28 %, а за 72 
ч сбраживания молока антимикотическая актив-
ность ингибирования повысилась на 62 % (рис. 4). 
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Рис. 4. Антимикробная активность кефиров, приготовленных на кефирных зернах из разных районов, в динамике 
ферментации 
Примечания: образцы 1 (Москва); 2 (Осетия); 3 (Тибет); активность на: Staphylococcus aureus по низину в МЕ/мл; 
Esherichia coli по левомицетину в eд./мл; Aspergillus niger и Candida albicans по нистатину в ед./мл.
Fig. 4. Antimicrobial activity of kefirs prepared with kefir grains from different regions during fermentation dynamics 
Notes: Samples 1 (Moscow); 2 (Ossetia); 3 (Tibet); activity against: Staphylococcus aureus (nisin, IU/ml); Escherichia coli 
(chloramphenicol, U/ml); Aspergillus niger and Candida albicans (nystatin, U/ml).
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 	 Лактобактерии являются основными 
источниками образования молочной кислоты и, 
следовательно, определяющим фактором в разви-
тии вкуса кефира. Молочная кислота, полипепти-
ды и ацетальдегид являются основными вкусовыми 
соединениями в кефире [11]. В то же время кислота 
способствует проявлению антимикробной актив-
ности кефира и кефирных грибков и используется 
как антисептик и природный биоконсервант. 

    Ингибиторный эффект был зафиксирован во 
всех образцах кефиров. Причем активность против 
аспергиллов и дрожжей проявлялась в большей 
степени после 48 ч ферментации и увеличивалась 
к 72 ч, то есть после стационарной фазы роста, 
возможно, под действием вторичных антими-
кробных метаболитов. Бактерицидная активность 
кефиров проявлялась уже сразу после начала 
инкубирования КЗ, что косвенно свидетельство-
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вало об ответственности бактериоцинов, которые 
синтезируются параллельно росту продуцентов, 
за ингибирующий эффект против бактериальных 
тест-культур, 19]. 

Китайские исследователи [15] выделили из ти-
бетского кефира бактериоцин пептидной природы, 
который проявлял антибактериальные свойства в 
отношении кишечной палочки и золотистого ста-
филококка, что подтверждено и нашими результа-
тами.  

***

В лабораторных условиях проведены иссле-
дования по сравнительному изучению кефиров, 
изготовленных из кефирных зерен, используемых 
для кустарного производства кефиров в разных 
территориальных зонах: Россия (Московский ре-
гион), Кавказ (Северная Осетия), Китай (Тибет). 
С помощью электронно-микроскопических иссле-
дований показано многообразие видов и морфоти-
пов бактерий и дрожжей, входящих в уникальное 
сообщество кефирных зерен. Пространственное 
расположение микроорганизмов в структуре КЗ 
показывает их разную аэротолерантность: дрожжи 
в зерне располагаются близко к его поверхности, 
что отражает их облигатную зависимость от мо-
лекулярного кислорода, а в середине зерна обна-
ружены бактерии, в основном, лактобациллы, не 
нуждающиеся в кислороде. 

Используя метод высокопроизводительного 
секвенирования генов 16S рРНК бактерий и 
ITS1-области дрожжей КЗ, определен доминирую-
щий состав бактерий и дрожжей в микробиоме ке-
фирных зерен из разных регионов. Показано, что 
в их состав входят молочнокислые бактерии родов 
Lactobacillus и Lactococcus в разных соотношениях 
(с преобладанием Lactococcus в образцах КЗ из Осе-
тии или лактобацилл в образцах из Тибета), а также 
бактерии Leuconostoc, которые способны к синтезу 
экзополисахаридов, структурирующих строму КЗ. 
В зернах T2-3 из Тибета выявлены еще и уксус-
нокислые бактерии рода Acetobacter, которые, как 
известно, также способны к синтезу экзополисаха-
ридов и тем самым усиливающие антимикробные 
и адгезионные свойства кефиров, но в этих КЗ 
снижено содержание бактерий рода Leuconostoc.

Проведенные исследования показали неко-
торое филогенетическое разнообразие дрожжей, 
выделенных из кефирных зерен. Представителями 
дрожжевого сообщества КЗ чаще всего являются 
дрожжи родов Kazachstania и Kluyveromyces — аско-

мицетные почкующиеся дрожжи, относящиеся к 
семейству Saccharomycetaceae.

Изучение антимикробного спектра действия ке-
фиров, полученных из КЗ разных регионов, позво-
лило выявить наиболее активные КЗ, с помощью 
которых удается получать кефиры с максимальным 
эффектом подавления роста оппортунистических 
патогенов (на примере стафилококков и кишечной 
палочки), а также микромицетов. Этими досто-
инствами обладали образцы кефиров, приготов-
ленных на КЗ образца № 5 (Москва), они же от-
личались наиболее высокой скоростью роста. Как 
антимикотик (против дрожжей Candida albicans) 
наиболее эффективен кефир, приготовленный на 
закваске из Тибета. Представленные данные можно 
рассматривать не только как пример реакции био-
логической системы на неблагоприятные факторы 
внешней среды, но и как системы взаимоотноше-
ний дрожжей и МКБ в природных экосистемах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изготовление кефира — это процесс общего 
метаболизма сложных симбиотических микроб-
ных сообществ. Изучены ростовые характеристики 
кефирных зерен, которые необходимы для соз-
дания биотехнологического процесса и режимов 
ферментации. Биомасса зерен после 12 сут роста 
в коровьем молоке увеличивалась на 56–65 %, что 
подтверждало симбиотические взаимоотношения 
в микробиоте изучаемых образцов КЗ. Консорциум 
бактерий и дрожжей внутри экзополисахаридного 
матрикса ведет себя как единый организм, способ-
ный к росту, размножению и передающий свою 
структуру и свойства последующим поколениям 
кефирных грибков. 

Полученные результаты исследований являются 
перспективными для выделения новых морфоти-
пов микробов и пополнения коллекции потенци-
альных пробиотических культур. Эти исследования 
направлены на создание устойчивых пробиотиче-
ских микробных сообществ и продуктов функци-
онального питания, необходимых для лечения и 
профилактики ряда заболеваний, влияющих на 
здоровье человека. Эффективность применения 
кефира против инфекций желудочно-кишечного 
тракта, сердечно-сосудистых, легочных и онко- 
заболеваний показана историческим опытом и 
многочисленными исследованиями ученых многих 
стран и народов [1, 5–9, 11–13].
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