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ВЫДЕЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ ДРОЖЖЕЙ ПЕРСПЕКТИВНЫХ 
ДЛЯ УТИЛИЗАЦИИ ЛАКТОЗЫ

Бекенова Н.Е., Дауылбай С.С., Бекенова Э.Е., Ануарбекова С.С. 
Республиканская коллекция микроорганизмов, Астана, e-mail: rkm_zavlab@list.ru

Многие люди страдают непереносимостью молочного сахара – лактозы и не могут употреблять продук-
ты, содержащие молоко, т.е. обладают лактазной недостаточностью. Для решения проблемы предлагается 
производство молочнокислых продуктов с низким содержанием лактозы. Дрожжи, сбраживающие лактозу, 
широко используются при создании диетических и лечебных кисломолочных напитков. В статье представ-
лены результаты выделения и идентификации дрожжей из различных субстратов для разработки закваски 
с лактозоутилизирующими свойствами. В основном дрожжевые культуры были выделены из молочнокис-
лых продуктов домашнего приготовления различных регионов страны. Дрожжи обладают характерными 
морфо-культуральными признаками. Идентификация 19 дрожжей проведена биохимическим методом и ме-
тодом генотипирования с помощью ПЦР анализа ITS региона. Роды дрожжей представлены Kluyveromyces, 
Candida, Saccharomyces, являющимися перспективными в качестве утилизации лактозы.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF YEAST PERSPECTIVE  
FOR LACTOSE UTILIZATION
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Many people suffer from intolerance to milk sugar – lactose and can not eat foods containing milk, ie possess 
a lactase deficiency. To solve the problem, we propose the production of lactic acid foods low in lactose. Yeast, 
ferment lactose is widely used at creation of dietary and medical dairy drinks. The article presents the results of the 
isolation and identification of yeasts from different substrates for the development of the leaven with property disposal 
lactose. In general, yeast cultures were isolated from milk products homemade various regions of the country. Yeasts 
have characteristic morphological and cultural features. Identification of 19 yeasts held by biochemical method and 
genotyping by PCR analysis of ITS region. Yeast general represented Kluyveromyces, Candida, Saccharomyces, are 
promising as lactose utilization.
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Лактозосбраживающие дрожжи, игра-
ющие важную роль в молочной промыш-
ленности (к ним относятся роды Torulopsis, 
Kluyveromyces и др.) при приготовлении ке-
фира и кумыса, сбраживают молочный са-
хар, образуя спирт и углекислоту, вследствие 
чего улучшается вкус продукта и повыша-
ется его усвояемость организмом [3]. Важ-
нейшими для молочного производства явля-
ются лактозосбраживающие Saccharomyces 
lactis. Они используются для приготовле-
ния кефира (из коровьего молока) и кумыса  
(из кобыльего молока). Известен способ про-
изводства кумысного продукта на основе мо-
лочной сыворотки с использованием живых 
клеток дрожжей [1].

Дрожжи, сбраживающие лактозу, были 
идентифицированы Скородумовой А.М. 
как Fabospora fragilis, Saccharomyces lactis, 
Zygosaccharomyces lactis. Способностью 
сбраживать лактозу обладают также неко-
торые виды Candida и Torulopsis – Candida 
pseudotropicalis var. lactosa, Torulopsis kefir, 
Torylopsis sphaerica, выделенные из кефир-
ного грибка [5].

Применение культур дрожжей с извест-
ными свойствами дает возможность эффек-

тивнее использовать их деятельность – эко-
номичнее перерабатывать сырье, получать 
высокий выход и надлежащее качество про-
дукции [2].

Для идентификации дрожжевых культур 
используются классические микробиологи-
ческие методы. Однако в последние годы 
наблюдается полифазный подход, который 
заключается в объединении всех возмож-
ных данных как фенотипического, так и ге-
нетического характера, с целью получения 
достоверной информации [1].

Целью нашей работы являлось выде-
ление и идентификация дрожжей из раз-
личных субстратов для создания заквасок 
с лактозоутилизирующими свойствами.

Материалы и методы исследования
Из субстратов отбирали по 1 мл (г) и засевали 

в бульонную среду Сабуро производства HiMedia 
Laboratories Pvt (Индия). Инкубировали при 30–37 ºС – 
24–48 часов. Для получения чистых культур произво-
дили десятикратные разведения и с последних разве-
дений делали посев на чашки Петри с агаризованной 
средой Сабуро в количестве 0,1 мл. После инкубации 
для первоначальной идентификации изучали морфо-
лого-культуральные свойства и микроскопию вырос-
ших колоний. Жизнеспособность культур микроорга-
низмов определяли методом Miles&Misra [4]. 
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Видовую идентификацию дрожжей определя-

ли биохимическим методом на автоматизированном 
микробиологическом анализаторе BioMerieuxVitek 
2 Compact systems с применением карт YST, а также 
методом определения прямой нуклеотидной последо-
вательности фрагмента ITS региона, с последующим 
определением нуклеотидной идентичности с после-
довательностями, депонированными в международ-
ной базе данных GeneBank.

Концентрацию ДНК измеряли спектрофотоме-
трическим методом с использованием спектрофото-
метра NanoDrop при длине волны 260 нм [10].

Амплификация фрагмента ITS региона. 
Реакция ПЦР была выполнена с [6] использова-
нием прямого праймера ITS 1 (5’ TCC GTA GGT 
GAA CCT GCG G ‘3) и обратного ITS 4 (5’ TCC 
TCC GCT TAT TGA TAT GC ‘3), в общем объеме 
20 мкл. ПЦР смесь содержала 150 нг ДНК, 1 Ед. 
MaximaHotStartTaqDNAPolymerase (Fermentas), 
0,2 mM каждого дНТФ, 1-х ПЦР буфер (Fermentas), 
2,5 mMMgCl2, 10 пмоль каждого праймера. Про-
грамма ПЦР амплификации включала длительную 
денатурацию 95 °С в течение 7 минут; 30 циклов: 
95 °С – 30 секунд, 52 °С – 40, 72 °С – 1 минута; заклю-
чительная элонгация 7 минут при 72 °С, ПЦР про-
грамма была выполнена с применением амплифика-
тора GeneAmpPCRSystem 9700 (Applied Biosystems). 

Определение нуклеотидной последовательно-
сти. Очистку ПЦР продуктов от несвязавшихся прай-
меров проводили ферментативным методом, исполь-
зуя ExonucleaseI (Fermentas) и щелочную фосфатазу 
(Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas) [7].

Реакцию секвенирования проводили с примене-
нием BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Applide Biosystems) согласно инструкции производи-
теля, с последующим разделением фрагментов на ав-
томатическом генетическом анализаторе 3730 x lDNA 
Analyzer (Applide Biosystems).

Анализ нуклеотидных последовательностей. 
Нуклеотидные последовательности ITS региона иден-
тифицируемых объектов были анализированы и объе-

динены в общую последовательность в программном 
обеспечении SeqScape 2.6.0 (Applide Biosystems). По-
сле чего были удалены концевые фрагменты (нукле-
отидные последовательности праймеров, фрагменты, 
имеющие низкий показатель качества) что позволи-
ло нам получить нуклеотидную последовательность 
протяженностью 700 п.н., которые были идентифици-
рованы в GeneBank по алгоритму BLAST.

В анализ были включены нуклеотидные последо-
вательности ITS региона наиболее филогенетически 
связанных дрожжей. 

Построение филогенетических деревьев с ис-
пользованием программного обеспечением Mega 3.1, 
выравнивание нуклеотидных последовательностей 
проводили, используя алгоритм ClustalW, построение 
филогенетических деревьев проводили с использовани-
ем метода ближайших соседей (Neiighbor-Joining NJ). 

Результаты исследования  
и их обсуждение

Проведено выделение изолятов дрожжей 
из кисломолочных продуктов домашнего 
приготовления (различных регионов страны), 
разных фруктов и овощей. Многие исследо-
ватели считают, что бактерии, выделенные из 
местных продуктов, обладают наиболее вы-
раженными лечебными свойствами для жите-
лей конкретной географической зоны в отли-
чие от импортных продуктов. 

Было выделено 38 чистых изолятов 
дрожжей. Микроскопия выделенных куль-
тур представлена на рис. 1.

Они соответствуют морфологической 
характеристике: грамположительные дрож-
жевые клетки, круглые, овальные, лимо-
новидные, крупные, размеры варьируют  
от мелких до крупных.

 

Рис. 1. Микроскопия культур Saccharomyces cerevisiae и Candida inconspicua

На твердых питательных средах Са-
буро большинство культур представляли 
собой круглые, крупные колонии, рельеф 
колоний с приподнятой в виде соска сере-

диной и валиком по периферии, поверх-
ность блестящая с глянцем, бежевого или 
белого цвета, пастообразной консистенции  
(рис. 2).
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Рис. 2. Культуры дрожжей на твердых питательных средах

В бульонной среде рост отмечался 
в виде обильного осадка на дне пробирки, 
а также в виде пристеночного роста. Конси-
стенция пастообразная, среда над осадком 
прозрачная, цвет белый, при встряхивании 
размешивается в виде хлопьев до равномер-
ной мутности.

Отобранные нами по показателю  
жизнеспособности (108–109 КОЕ/мл) куль-
туры дрожжей в количестве 19 были иден-
тифицированы на бактериологическом ана-
лизаторе Vitek 2 compact («BioMerieux», 
США, Франция) с использованием карт 
YST для идентификации дрожжевых 
и дрожжеподобных грибов. Карты состоят 
из 46 биохимических тестов, т.е. идентифи-
кация основана на сбраживании углеводов 
и многоатомных спиртов.

Из 19 исследуемых культур к Candida 
kefir отнесены 5 культур дрожжей, к Can
dida lusitaniae  – 3, к Candida famata  – 4, 
к Candida krusei – 2, к Candida lambica – 1, 
к Cryptococcus laurentii – 1, а 3 культуры не 
идентифицированы на бактериологическом 
анализаторе.

При идентификации культур микро-
организмов только с использованием стан-
дартных микробиологических методов мо-
гут возникнуть трудности. Следовательно, 
необходимо использовать несколько подхо-
дов, тем более 3 культуры дрожжей не были 
идентифицированы на баканализаторе, не-
смотря на то, что по культурально-морфо-
логическим характеристикам соответству-
ют дрожжевым и дрожжеподобным грибам.

В 1980-х годах в практику вошел но-
вый стандарт идентификации бактерий, 
позволяющий идентифицировать микроор-
ганизм, не имея представлений о его биоло-

гических особенностях. С. Woese с сотруд-
никами установили, что филогенетические 
отношения бактерий могут быть определе-
ны путем сравнения высококонсервативной 
части генетического кода, что послужило на-
чалом развития интенсивно развивающейся 
универсальной системы идентификации 
[9]. Высокая идентичность нуклеотидной 
последовательности ITS региона, по срав-
нению с другими рРНК генами, позволила 
использовать его как стандартный генети-
ческий маркер для идентификации и таксо-
номической классификации бактериальных 
разновидностей [8]. Метод основан на опре-
делении нуклеотидной последовательности 
ITS региона, с достаточным количеством 
внутривидовых полиморфизмов, позволяю-
щих проводить статистически достоверную 
идентификацию.

В нашем исследовании генетическая 
идентификация 19 штаммов была осущест-
влена методом определения нуклеотидной 
последовательности фрагмента ITS регио-
на, с последующим определением нуклео-
тидной идентичности с последовательно-
стями, депонированными в международной 
базе данных Gene Bank, а также построе-
нием филогенетических деревьев с нукле-
отидными последовательностями штаммов. 
Процедура выделения хромосомной ДНК 
по методу Kate Wilson позволяет эффек-
тивно выделять ДНК грамположительных 
и грамотрицательных бактерий, а также 
ДНК грибов и дрожжей с предварительной 
гомогенизацией биомассы.

В результате выделения ДНК были полу-
чены образцы ДНК с высокой концентраци-
ей хорошего качества: значение 260/280 ва-
рьирует от 1,99–2,19. Методом ПЦР был 
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амплифицирован фрагмент ITS региона, 
молекулярной массой около 700 п.н. у всех 
идентифицируемых штаммов. Продукты 
ПЦР амплификации были использованы 
для определения нуклеотидной последова-
тельности.

Далее нуклеотидные последовательно-
сти ITS региона выделенных культур дрож-
жей были сравнены с наиболее филогене-
тически связанными штаммами дрожжей 
базы данных и построено филогенетиче-
ское дерево (рис. 3).

Рис. 3. Филогенетическое дерево дрожжей

Как видно на рис. 3, штаммы 25n, 29n, 
16n и 13n при филогенетическом анализе 
фрагмента ITS региона были объединены 
в один кластер с Meyerozyma guilliermondii 
и Meyerozyma caribbica. Штамм 21n 
c Saccharomyces cerevisiae, 9.1n, 12n, 30n 
и 31n c Candida kefir, 1n, 3n и 20n с Clavispora 
lusitaniae, 27n и 28n с Candida krusei, 
18n c Candida inconspicua, 35n c Candida 

ethanolica, 7n c Candida orthopsilosis. 
Kluyveromyces lactis соответствует 32n и 33n.

Итак, все штаммы относятся к дрожже-
вым культурам.

Результаты идентификации дрожжей 
на бактериологическом анализаторе Bio 
MerieuxVitek 2 Compact и методом геноти-
пирования по фрагменту ITS региона пред-
ставлены в таблице.



130

 ADVANCES IN CURRENT NATURAL SCIENCES    №2, 2015 

 BIOLOGICAL SCIENCES 
Результаты идентификации 

Наиме-
нование 
образцов

Результаты идентификации
Баканализатор 

BioMerieuxVitek 2 Compact
Анализ

фрагмента ITS региона
1n Candida lusitaniae (син. Clavispora lusitaniae) Clavispora lusitaniae
3n Candida lusitaniae (син. Clavispora lusitaniae) Clavispora lusitaniae

7n Candida famata Candida orthopsilosis (син. C. parapsi-
losis)

9.1n Candida kefir (син. Torulopsis kefir) Kluyveromyces marxianus (син. Can-
dida kefir)

12n Candida kefir (син. Torulopsis kefir) Kluyveromyces marxianus (син. Can-
dida kefir)

13n Неопознанный организм Meyerozyma caribbica (син. Candida 
fermentati)

16n Candida famata Meyerozyma caribbica (син. Candida 
fermentati)

18n Неопознанный организм Candida inconspicua
20n Candida lusitaniae (син. Clavispora lusitaniae) Clavispora lusitaniae
21n Неопознанный организм Saccharomyces cerevisiae

25n Candida famata Meyerozyma guilliermondii (син. Can-
dida fermentati)

27n Candida krusei Issatchenki aorientalis (син. Candida 
krusei)

28n Candida krusei Pichia kudriavzevii (син. Candida 
krusei)

29n Candida famata Meyerozyma guilliermondii (син. Can-
dida fermentati)

30n Candida kefir (син. Torulopsis kefir) Kluyveromyces marxianus (син. Can-
dida kefir)

31n Candida kefir (син. Torulopsis kefir) Kluyveromyces marxianus (син. Can-
dida kefir)

32n Candida kefir (син. Torulopsis kefir) Kluyveromyces lactis

33n Cryptococcus laurentii (син. Cryptococcus neo-
formans) Kluyveromyces lactis

35n Candida lambica (син. Candida krusei) Candida ethanolica

Данные, приведенные в таблице, сви-
детельствуют о том, что все идентифици-
рованные культуры по двум методам под-
тверждают их близкородственность.

Kluyveromyces marxianus является од-
ним из видов дрожжей рода Candida kefyr. 
К. marxianus используется для коммерче-
ского производства фермента лактазы.

Kluyveromyces lactis (ранее назывался 
Saccharomyces lactis) представляет собой 
дрожжи, которые обладают способностью 
усваивать лактозу и преобразовать его в мо-
лочную кислоту.

Candida lusitaniae, Clavispora lusitaniae, 
Pichia kudriavzevii, Meyerozyma caribbica 
Meyerozyma guilliermondii является одним 
из видов дрожжей в роду Candida.

Candida kefyr (синоним Torulopsis kefir) 
и Candida krusei (синоним Issatchenkia 
orientalis) содержатся в обычном кефире.

Таким образом, для достоверной иден-
тификации бактерий в настоящее время не-
достаточно опираться на данные, получен-
ные с использованием одного метода, так 
как методы имеют свои дискриминацион-
ные ограничения.

Поэтому в настоящее время активно ис-
пользуется сочетание методов, что позволя-
ет преимуществами одного метода компен-
сировать недостатки другого метода.

Заключение 
В ходе проделанной работы выделено 

и идентифицировано 19 штаммов дрожжей 
с максимальным показателем жизнеспособ-
ности 108–109 КОЕ/мл. Метод секвениро-
вания ITS региона ДНК и бактериологиче-
ском анализаторе идентификация дрожжей 
дает высокую результативность в определе-
нии видовой и расовой принадлежности.
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 БИОЛОГИЧЕСКИЕ НАУКИ 
Исследование нуклеотидных последо-

вательностей ITS региона полученных нами 
дрожжей показало 99–100 % сходство с ба-
зовым вариантом, а на баканализатаре пока-
зало 89–92 %.

На основе полученных результатов вы-
явлено, что все выделенные культуры от-
носятся к дрожжевым культурам, а как 
известно, именно данные виды обладают 
свойством утилизировать лактозу. 
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