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ОРИГИНАЛЬНОЕ ЭМПИРИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

АННОТАЦИЯ
Введение: Несмотря на значительное количество исследований, посвященных микробному 
составу кефира, представления о динамике микробного сообщества в процессе ферментации 
остаются фрагментарными. Большинство исследований в этой области основано 
на 16S-рРНК-секвенировании или классических культуральных методах, которые ограничены 
по разрешающей способности.
Цель: Оценка динамики состава микробного сообщества кисломолочного напитка, 
приготовленного с использованием кефирных грибков, на протяжении всего процесса — 
от этапа активации кефирных грибков до образования продукта с истекшим сроком 
годности с целью выявления закономерностей перестройки микробного сообщества 
кефира с применением полногеномного метагеномного секвенирования, обеспечивающего 
таксономическую идентификацию микроорганизмов на уровне видов.
Материалы и методы: Исследование выполнено в лаборатории прикладной микробиологии 
и геномики микроорганизмов Всероссийского научно-исследовательского института молочной 
промышленности (ФГАНУ «ВНИМИ»). Объектами исследования являлись лиофилизированные 
кефирные грибки и кефир, приготовленный на их основе. Отбор проб осуществляли 
на последовательных этапах: 0 ч — лиофилизированные грибки, 48 ч — метаболически 
активные грибки, 120 ч — кефирная закваска, 122 ч — внесение 5% закваски в молоко, 130 ч — 
окончание ферментации кефира при +20 °C, 138 ч — готовый кефир после созревания при +4 °C, 
и хранение при +4 °C в течение 7, 14 и 21 суток (n = 10). Из каждой пробы выделяли тотальную 
ДНК, на основе которой готовили библиотеки и проводили полногеномное метагеномное 
секвенирование на платформе GeneMind FASTASeq300 в режиме парно-концевого 
чтения (paired-end, 2×150 п. н.) при глубине секвенирования не менее 5 млн прочтений 
на временную точку с последующей фильтрацией прочтений и биоинформатическим анализом 
таксономической структуры микробного сообщества с идентификацией микроорганизмов 
до уровня вида применением Kraken2 и референсной базы данных PlusPF с последующей 
реклассификацией и оценкой представленности видов с использованием Bracken.
Результаты: Метагеномный анализ последовательных стадий активации кефирных грибков, 
ферментации и хранения кефира показал, что микроорганизмы из грибков последовательно 
заселяют жидкую фазу, где наблюдалась упорядоченная сукцессия: микробное сообщество 
кефирных грибков на ~80% представлено Lactobacillus kefiranofaciens, в то время как 
доминирующими видами в закваске и кефире являлись L. cremoris, L. helveticus, L. lactis. 
Дрожжевой компонент был представлен одним видом — Kluyveromyces marxianus, максимальная 
относительная представленность которого не превышала ~ 1,3 % на всех исследованных стадиях.
Выводы: Установлена динамика изменений микробного состава кисломолочного напитка, 
приготовленного с использованием кефирных грибков, на разных стадиях ферментации 
и хранения. Полученные данные подчеркивают важность дальнейших исследований динамики 
микробиома в производстве кефира для более глубокого понимания его влияния на качество 
и стабильность готового продукта. Результаты исследования могут быть полезны для разработки 
более эффективных методов управления составом микробных сообществ кисломолочных 
напитков, создания стандартизированных заквасок и прогнозирования стабильности качества 
ферментированных молочных продуктов.

Ключевые слова: кефирные грибки; молочный кефир; молочнокислая ферментация; 
полногеномное секвенирование; метагеномное секвенирование
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ORIGINAL EMPIRICAL RESEARCH

ABSTRACT
Introduction: Despite a signifi cant amount of research devoted to microbial composition of kefi r, 
our understanding of microbial community dynamics during fermentation remains fragmented. 
Most studies rely on 16S rRNA sequencing or traditional culture methods, which have limited 
resolution.

Purpose: To evaluate the dynamics of the microbial community composition of a fermented 
milk drink prepared using kefi r grains throughout the entire technological process — from the 
activation stage of kefi r grains to the formation of a product with an expired shelf life, using 
whole-genome metagenomic sequencing.

Materials and Methods: The study was conducted at the Laboratory of Applied Microbiology and 
Microbial Genomics, All-Russian Dairy Research Institute (VNIMI). The study objects were lyophilized 
kefi r grains and kefi r prepared from them, sampled at diff erent stages of the fermentation process 
and subsequent storage. The objects of the study were lyophilized kefi r grains and kefi r prepared 
from them. Sampling was carried out at the following sequential stages: 0 h — lyophilized 
grains, 48 h — metabolically active grains, 120 h — kefi r starter culture, 122 h — addition of 5% 
starter culture to milk, 130 h — end of kefi r fermentation at +20 °C, 138 h — fi nished kefi r after 
maturation at +4 °C, and storage at +4 °C for 7, 14, and 21 days (n = 10). Total DNA was isolated 
from each sample, which was used to prepare libraries and perform whole-genome metagenomic 
sequencing on the GeneMind FASTASeq300 platform in paired-end reading mode (2×150 bp) 
with a sequencing depth of at least 5 million reads per time point, followed by read fi ltering and 
bioinformatics analysis of the taxonomic structure of the microbial community with identifi cation 
of microorganisms to the species level using Kraken2 and the PlusPF reference database, followed 
by reclassifi cation and assessment of species representation using Bracken. 

Results: Metagenomic analysis of the sequential stages of kefi r grain activation, fermentation, 
and kefi r storage revealed that microorganisms from the fungi sequentially colonize the liquid 
phase, where an ordered succession was observed: ~80% of the kefi r grain microbial community 
was represented by Lactobacillus kefi ranofaciens, while the dominant species in the starter culture 
and kefi r were L. cremoris, L. helveticus, and L. lactis. The yeast component was represented by a 
single species, Kluyveromyces marxianus, whose maximum relative abundance did not exceed 
~1.3% at all stages studied. 

Conclusion: The dynamics of changes in the microbial composition of a fermented milk drink 
prepared using kefi r grains were analyzed at diff erent stages of fermentation and storage. The data 
obtained emphasizes the need for further research into the dynamics of the microbiome in kefi r 
production to better understand its impact on the quality and stability of the fi nal product. The 
results of the study may contribute to the development of more eff ective methods for managing 
the microbial community composition in fermented milk drinks, creating standardized starter 
cultures, and predicting the stability of fermented dairy product quality.

Keywords: kefir grains; milk kefir; lactic fermentation; whole-genome sequencing (WGS); 
metagenomic sequencing
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  ВВЕДЕНИЕ 

Состав микробного сообщества кефира изучен доста-
точно широко: описано пространственное расположе-
ние дрожжей и бактерий в полисахаридной матрице 
кефирных зёрен (Marshall et al., 1984; Ding et al., 2022; 
Avila-Reyes et al., 2022), подтверждён их микробный 
состав (Dong et al., 2022; Baars et al., 2023; Walsh et al., 
2023) и выявлены метаболиты, которые они синтези-
руют (Powell et al., 2007; Prado et al., 2015; Abdalla et al., 
2021; Saleem et al., 2023; Encinas-Vazquez et al., 2023). 
Однако, временная динамика микробных сообществ 
на разных стадиях технологического процесса остаёт-
ся недостаточно изученной. Работы, посвящённые ди-
намическим аспектам, ограничены методами с низкой 
разрешающей способностью. В исследовании Laureys & 
De Vuyst (2014), основанном на культуральных методах 
и PCR-DGGE, на всех временных точках выявлялся оди-
наковый набор доминирующих таксонов (Lactobacillus, 
Acetobacter, Saccharomyces, Dekkera), что было интер-
претировано как отсутствие заметных изменений 
в структуре сообщества. Однако учитывая низкую 
чувствительность используемых методов к минорным 
и некультивируемым видам, подобная «стабильность», 
вероятно, отражает ограничения методики, а не реаль-
ную статичность сообщества. 

В то же время исследование молочного кефира Kotova 
et al. (2016), в котором сочетались культуральный анализ, 
PCR-DGGE и микроскопия, показало наличие таксономи-
ческого перераспределения при переходе от кефирных 
зёрен к напитку: доминирование Lactobacillus spp. в зёр-
нах сменялось преобладанием Lactococcus/Leuconostoc 
spp. в жидкой фракции. Однако характер сукцессион-
ных процессов оставался недостаточно прояснён: так-
сономическая идентификация была преимущественно 
на уровне рода, а минорные и некультивируемые ком-
поненты сообщества не всегда обнаруживались. Эти 
ограничения не позволили охарактеризовать полную 
структуру консорциума и оценить возможный вклад 
малочисленных таксонов, что подчёркивает необходи-
мость методов с более высоким разрешением.

Несмотря на развитие технологий высокопроизводи-
тельного секвенирования, исследования, отслеживаю-
щие динамику микробиоты кефира с высоким таксоно-
мическим разрешением, остаются немногочисленными 
(McGovern et al., 2024; Blasche et al., 2021). Между тем, 
понимание экологической перестройки микробного 

сообщества в процессе ферментации и хранения имеет 
не только теоретическое, но и практическое значение. 
Характер сукцессионных изменений определяет ско-
рость подкисления, формирование сгустка, стабиль-
ность микробиоты при хранении, а также воспроизво-
димость органолептических и функциональных свойств 
готового продукта. Знание временной динамики доми-
нирующих и минорных таксонов позволит обосновы-
вать выбор технологических параметров ферментации, 
прогнозировать стабильность качества кефира в тече-
ние срока годности и целенаправленно управлять со-
ставом микробного консорциума. Кроме того, учитывая 
показанную вариабельность микробного состава ке-
фирных грибков различного происхождения (Walsh et 
al., 2023), анализ сукцессии в конкретных системах явля-
ется необходимым этапом для разработки стандартизи-
рованных заквасок и повышения воспроизводимости 
ферментированных молочных продуктов. Таким обра-
зом, анализ динамики микробного сообщества кефира 
представляет собой ключ к интерпретации механизмов 
функционирования симбиотического консорциума 
и к его рациональному использованию в биотехноло-
гической практике.

Гипотеза исследования: микробное сообщество кефир-
ных зёрен характеризуется относительной таксономи-
ческой стабильностью, тогда как микробиота жидкой 
фазы демонстрирует направленные изменения, обу-
словленные сукцессионными процессами.

Целью данного исследования являлась оценка дина-
мики состава микробного сообщества кисломолочного 
напитка, приготовленного с использованием кефирных 
грибков, на протяжении всего процесса приготовления 
и хранения — от этапа внесения лиофилизированных 
кефирных грибков в молоко до образования продукта 
с истекшим сроком годности.

Исследовательские вопросы:

RQ#1: Как изменяется таксономический состав 
 микробного сообщества на последовательных стадиях 
активации кефирных грибков, ферментации и хранения 
кефира?

RQ#2: Сохраняется ли стабильность микробного соста-
ва кефирных грибков в процессе ферментации и какова 
степень их участия в формировании микробиома жид-
кой фазы?
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования

В качестве исходного материала использовались ли-
офилизированные кефирные грибки, используемые 
на промышленных предприятиях Центрального феде-
рального округа Российской Федерации. Образцы были 
получены из коллекции молочнокислых и пробиотиче-
ских микроорганизмов ФГАНУ «ВНИМИ» (Всероссий-
ский научно-исследовательский институт молочной 
промышленности, г. Москва).

Подготовка образцов
Восстановление сухого молока и пастеризация

Молоко восстанавливали путём растворения 20 г су-
хого обезжиренного коровьего молока в 200 мл дис-
тиллированной воды, температура которой составляла 
25–30 °С. Смесь перемешивали с использованием маг-
нитной мешалки в течение 5 минут, после чего остав-
ляли при комнатной температуре до полного рас-

творения. Пастеризация восстановленного молока 
осуществлялась на водяной бане при режиме 2–8 ми-
нут при 92,5 °С.

Выработка кефира

Приготовление кефира производилось согласно типо-
вой технологической инструкции ТТИ ГОСТ Р 52093–005.

Активирование кефирных грибков

Для метаболической активации кефирных грибков 
1 г лиофилизированного материала вносили в 200 мл 
восстановленного пастеризованного обезжиренного 
молока, предварительно подогретого до 20 °C. Инкуба-
ция проводилась в лабораторных стеклянных стаканах 
объёмом 250 мл, предварительно стерилизованных 
в автоклаве (121 °C, 20 мин) и негерметично закрытых 
стерилизованной алюминиевой фольгой. Смесь ин-
кубировали в термостате ТС-1/20 (СКТБ СПУ, Россия) 
при температуре 20 °C в течение 48 часов (Рисунок 1). 
По окончанию первой инкубации кефирные грибки от-
деляли от жидкости с помощью мелкоячеистого сита, 

Рисунок 1

Технология приготовления кисломолочных напитков с использованием кефирных грибков

Figure 1

Technology for Preparing Fermented Milk Drinks Using Kefi r Grains
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после чего молочную среду заменяли на свежую и ин-
кубировали 24 часа. Процедуру замены среды с после-
дующей 24-часовой инкубацией повторяли трижды.

Приготовление кефирной закваски

Для приготовления закваски 3,3 г активированных ке-
фирных грибков вносили в 100 мл пастеризованного 
обезжиренного молока, температура которого состав-
ляла 20 °C. Смесь инкубировали в термостате ТС-1/20 
(СКТБ СПУ, Россия) при температуре 20 °C в течение 24 
часов (Рисунок 1). По завершении инкубации образо-
вывался плотный сгусток с характерной глянцевой по-
верхностью, что свидетельствовало о готовности заква-
ски к использованию.

Ферментация и созревание кефира

Для непосредственного приготовления кефира полу-
ченную закваску гомогенизировали с использованием 
магнитной мешалки без предварительного удаления 
кефирных зёрен. В процессе зёрна частично разруша-
лись, однако для последующего этапа ферментации 
отбирали исключительно 5 мл жидкой фракции заква-
ски, содержащей микробную суспензию, без видимых 
включений целых зёрен, и вносили её в 95 мл пасте-
ризованного молока. Смесь тщательно перемешивали 
и помещали в стерильный стеклянный сосуд с плотно 
закрывающейся крышкой. Инкубацию проводили в тер-
мостате ТС-1/20 (СКТБ СПУ, Россия) при температуре 
20 °C в течение 8 часов. После окончания ферментации 
образовавшийся глянцевый сгусток вновь подвергали 
перемешиванию на магнитной мешалке в течение 5 
минут. После этого образец помещали в холодильник 
Indesit (Россия) при температуре +4 °C на 8 часов для 
созревания. По завершению охлаждения продукт счи-
тался готовым (Рисунок 1).

Хранение

Готовый кефир хранили в холодильнике Indesit (Россия) 
при +4 °C.

Отбор образцов
для молекулярно-генетического анализа

Для проведения молекулярно-генетических анализов 
отбор образцов осуществлялся на различных этапах 
ферментационного процесса и последующего хране-
ния готового продукта. Все манипуляции проводились 

в асептических условиях с соблюдением мер, направ-
ленных на предотвращение контаминации.

Отбор проводился на следующих стадиях ферментации:

(1) Лиофилизированные кефирные грибки — по 50 мг 
образца.

(2) Метаболически активные кефирные зёрна — после 
48 ч культивирования в пастеризованном молоке 
отбирали по 50 мг разбухших зёрен.

(3) Закваска — после завершения 48-часовой фермен-
тации кефирные грибки удаляли, полученную заква-
ску перемешивали и отбирали по 1 мл для анализа.

(4) Нулевая точка ферментации — сразу после внесе-
ния 5 мл закваски в 95 мл пастеризованного молока 
и тщательного перемешивания отбирали по 1 мл.

(5) Через 8 ч ферментации при 20 °C — отбирали 
по 1 мл продукта.

(6) После завершения ферментации (8 ч при 20 °C и по-
следующие 8 ч при хранении в холодильнике) — 
по 1 мл готового кефира.

(7) После хранения готового продукта: через 7, 14 
и 21 сут — по 1 мл на каждом этапе.

Для каждой точки отбора было выполнено 10 техни-
ческих повторов. Пробоподготовка жидких образцов 
включала центрифугирование каждой пробы с ис-
пользованием мини-центрифуги Microspin 12 (Biosan, 
Латвия) в стерильных пробирках типа «Эппендорф» 
при 10 000 × g в течение 5 минут. Надосадочную жид-
кость аккуратно удаляли, а полученный микробный 
осадок хранили при −20 °C до этапа выделения ДНК.

Выделение ДНК 

Экстракция нуклеиновых кислот производилась с по-
мощью набора «ГМО — МагноСорб» (Синтол, Россия) 
в соответствии с инструкцией производителя. Концен-
трацию ДНК в полученных препаратах измеряли на флу-
ориметре Qubit 4 (Invitrogen, США) с использованием 
набора реагентов QuDye® dsDNA BR (ООО «Люмипроб 
РУС», Россия). Объём исследуемой пробы составлял 5 
мкл. Кроме того, производилось определение ряда 
качественных параметров образцов ДНК (A260, A280, 
A230 — оптической плотности при 260 нм, 280 нм и 230 
нм соответственно) и их соотношений с использовани-
ем спектрофотометра Nano-500 (Allsheng, КНР) в объ-
ёме 1 мкл.



ДИНАМИКА МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА КИСЛОМОЛОЧНОГО НАПИТКА, 
ПРИГОТОВЛЕННОГО С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ КЕФИРНЫХ ГРИБКОВ

❙ Д.Д. Коваль, В.А. Ратайчук, А.В. Хан, Е.Г. Лазарева, О.Ю. Фоменко

37  |  FOOD  METAENGINEERING | ТОМ 3, № 4 2025

Секвенирование и биоинформатический 
анализ данных

Полученные пробы ДНК объединяли в равных количе-
ствах (20 мкл) для формирования объединённой усред-
нённой пробы для каждой временной точки.

Подготовка ДНК-библиотек для проведения полноге-
номного метагеномного секвенирования методом об-
ратимого терминирования проводилась с помощью 
набора реагентов «SG GM Plus» производства ООО «Се-
сана» (Россия) с использованием магнитных частиц для 
селективной очистки ДНК «Smart beads» (ООО «Сесана», 
Россия). Ферментативная фрагментация ДНК проводи-
лось в течение 25 минут при температуре 65 °С на ам-
плификаторе MiniAmp Thermal Cycler торговой марки 
Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientifi c, США). Двой-
ное индексирование осуществляли с использованием 
набора индексированных праймеров №1 «Plate1_SG_
GM», используемых для подготовки полногеномных би-
блиотек на платформе Illumina (ООО «Сесана», Россия). 
Контроль качества библиотек осуществляли на при-
боре Bioptic Qsep100 (Bioptic, КНР) с использованием 
картриджа для рутинного анализа ДНК S2 (Bioptic, КНР) 
со следующими параметрами: напряжение ввода об-
разца 4 кВ в течении 10 секунд, разделение при 10 кВ — 
200 секунд.

Секвенирование выполнено на платформе GeneMind 
FASTASeq300 (GeneMind, КНР) на базе ЦКП «ВНИМИ». 
Для проведения секвенирования использована про-
точная ячейка FCM и набор реагентов для секвениро-
вания FASTASeq 300 Sequencing Reagent V 1.0 на 300 
циклов в режиме PE150 (GeneMind, КНР).

Сырые данные секвенирования были обработаны с ис-
пользованием программного обеспечения CutAdapt 
5.2 (Marcel Martin, Германия) для удаления последова-
тельностей адаптеров. Результирующие fastq-файлы 
были триммированы в приложении Trimmomatic v0.40 
(Usadel Lab, Германия) путём отрезания с конца каждо-
го прочтения нуклеотидов с качеством ниже 20. Анализ 
качества прочтений до и после очистки производил-
ся с помощью инструмента FastQC v0.12.1 (Babraham 
Bioinformatics, Великобритания).

Иерархическая метагеномная классификация прово-
дилась с использованием программного обеспечения 
Kraken2 v2.17.0 (JHU CCB, США) (Wood, Lu & Langmead, 
2019) на основе предварительно индексированной 

базы данных PlusPF (сборка от 5 июня 2024 года) раз-
мером 83 Гб, включающей в себя индексированные 
референсные последовательности архей, бактерий, ви-
русов, человека, векторных конструкций, а также гри-
бов и простейших (доступ по ссылке: https://genome-
idx.s3.amazonaws.com/kraken/k2_pluspf_20240605.tar.
gz). Реклассификация коротких прочтений и оценка 
распространённости видов в сообществах на основе 
метагеномных данных осуществлялась с применением 
специализированного программного продукта Bracken 
2.7 (JHU CCB, США) (Lu et al., 2017). Вычисление метрик 
биоразнообразия выполнялось при помощи пакета 
прикладных программ KrakenTools 1.2 (JHU CCB, США) 
(Lu et al., 2022). Визуализация результатов классифи-
кации, полученных с помощью Kraken2, проводили 
при помощи веб-приложения Pavian v 1.0 (JHU CCB, 
США) (Breitwieser and Salzberg, 2019).

Процедура исследования

В ходе исследования был воспроизведён полный тех-
нологический цикл приготовления кефира с последо-
вательным отбором проб для анализа микробного со-
става на всех его этапах. На первом этапе проводили 
восстановление сухого обезжиренного молока и его 
термическую обработку с последующим отбором проб. 
Одновременно отбирали образцы лиофилизированных 
кефирных грибков.

Далее восстановленное пастеризованное молоко ино-
кулировали кефирными грибками. В процессе их мета-
болической активации выполняли последовательные 
пересевы с заменой молочной среды и отбором проб. 
После завершения стадии активации осуществляли 
приготовление кефирной закваски и кефира, отбирая 
образцы на различных стадиях ферментации, дозрева-
ния и хранения готового продукта.

На заключительном этапе из отобранных образцов вы-
деляли тотальную ДНК, готовили библиотеки для полно-
геномного метагеномного секвенирования, проводили 
секвенирование и биоинформатическую обработку 
данных с последующим анализом таксономического 
состава микробных сообществ.

Анализ данных

Анализ метагеномных данных был направлен на оцен-
ку таксономической структуры микробных сообществ 
и её изменений на различных стадиях ферментации 
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и хранения кисломолочного напитка. Относительную 
представленность таксонов на уровне вида рассчи-
тывали, как долю прочтений таксона от общего числа 
классифицированных прочтений.

Оценку α-разнообразия проводили с использованием 
индексов Берга–Паркера, Шеннона, Симпсона и обрат-
ного Симпсона. Для оценки β-разнообразия использо-
вали расстояния Брэй–Кёртиса.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

В ходе исследования проанализирована динамика 
микробного сообщества на последовательных этапах 
активации кефирных грибков, ферментации и последу-
ющего хранения готового продукта с использованием 
полногеномного метагеномного секвенирования. По-
лученные данные позволили определить таксономи-
ческий состав микробиоты кефирных зёрен и жидкой 
фазы на различных временных точках, а также выявить 
ключевые закономерности в перестройке сообще-
ства. Были изучены количественные изменения доми-
нирующих и минорных таксонов, оценены показатели 
альфа- и бета-разнообразия, а также прослежены сук-
цессионные процессы, которые формируют структуру 
микробного консорциума на всех стадиях технологиче-
ского процесса. Ниже представлены основные резуль-
таты таксономического анализа, динамики численности 
отдельных видов и оценка их вклада в формирование 
микробной экосистемы кефира.

Полногеномное секвенирование 
метагеномной ДНК образцов отобранных
на различных этапах активации, 
ферментации и хранения кефира платформе 
FASTASeq 300
В результате полногеномного секвенирования ДНК-би-
блиотек, подготовленных из образцов метагеномной 
ДНК кефирных грибков, было получено 86,66 млн про-
чтений с качеством Q30 = 95,09 %. Плотность кластеров, 
сформированных в ходе мостиковой ПЦР, составила 
534 тыс./мм². Уровень демультиплексирования достиг 
88,13 %, а средний GC-состав — 39,32 %. Основные по-
лученные в результате анализа метрики качества секве-
нирования приведены в Таблице 1.

Результаты метагеномной таксономической 
классификации
Полученные после очиcтки и фильтрации по качеству 
прочтения были использованы для проведения мета-
геномной классификации микробного сообщества ке-
фирных зёрен и кефира на каждом из исследованных 
временных участков. Запуск программы Kraken2 про-
изводился с использованием прямых прочтений с па-
раметром «--minimum-hit-groups», равным двум. В ходе 
запуска программы было установлено, что количество 
классифицированных коротких прочтений колебалось 
от 61,4 % до 96,7 % (Рисунок 2). Наибольшее относи-
тельное количество бактериальных видов наблюдалось 

Таблица 1

Результаты работы FastQC на коротких прочтениях

Table 1

FastQC Results on Short Reads

Сырые данные Данные после фильтрации

Объём данных Число прочтений GC, % Объём данных Число прочтений GC, %

Точка 1 1,8 Gbp 12075152 40 1,6 Gbp 12072151 39

Точка 2 2,1 Gbp 14397231 41 1,8 Gbp 14394818 40

Точка 3 826,9 Mbp 5513010 37 773,5 Mbp 5510207 36

Точка 4 756,7 Mbp 5044833 38 704,8 Mbp 5042944 37

Точка 5 1 Gbp 7291471 42 969,9 Mbp 7282521 41

Точка 6 875,5 Mbp 5837135 38 822 Mbp 5835137 37

Точка 7 561,5 Mbp 3743732 39 518,4 Mbp 3739558 38

Точка 8 1,1 Gbp 7859937 38 1 Gbp 7857234 37

Точка 9 1,1 Gbp 7930818 38 1,1 Gbp 7926960 37

Точка 10 1 Gbp 6673510 39 912,7 Mbp 6670356 37
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в точке № 8 и составляло 93,8 % прочтений, в то время 
как наибольшей представленностью грибов характери-
зовалась точка №1 — 0,798 % от всех полученных ко-
ротких прочтений. Вирусные последовательности были 
наиболее обильны в точке № 3 (8,91 %), в то время как 
лиофилизированные кефирные грибки отличались их 
наименьшим содержанием — всего лишь 0,0354 %.

Таксономический и численный состав 
лиофилизированных кефирных зёрен

Микробиота лиофилизированных грибков характеризо-
валась высокой степенью доминирования одного вида. 
Абсолютное количество прочтений составило в сумме 
более 7.34 миллионов. Наибольшую численность проде-
монстрировал таксон Lactobacillus kefi ranofaciens., соста-
вивший 5 891 484 прочтения, что соответствует 80,22 % 

от общего микробного пула. Этот вид однозначно до-
минирует в составе и отражает его важную структур-
ную и метаболическую роль в кефирных зёрнах. Вторым 
по численности оказался Lactobacillus helveticus (693 071 
прочтений или 9,44 %), а третьим — Lentilactobacillus
kefi ri (284 643 прочтений, 3,88 %). Эти три вида суммарно 
составляли более 93,5 % от общего числа секвениро-
ванных прочтений, что свидетельствует о выраженном 
доминантном ядре микробиоты. К субдоминантам от-
носились  Kluyveromyces marxianus (1,29 %), Lactobacillus 
crispatus (1,23 %), Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus 
amylovorus и Lactococcus cremoris — от 0,6 до 0,8 %. Осталь-
ные виды, включая Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus 
johnsonii, Lacticaseibacillus paracasei и Limosilactobacillus 
fermentum, присутствовали в следовых количествах 
(<0,1 %) и формировали дополнительный микроэкологи-
ческий фон сообщества (Рисунок 3, 4).

Рисунок 3

Относительная численность ( %) микроорганизмов лиофилизированных кефирных 
грибков на уровне видов

Figure 3

Relative Abundance ( %) of Microorganisms in Lyophilized Kefi r Grains at the Species Level

Примечание. А — полный профиль; Б — относительный состав микробного сообщества без доминирующего 
микроорганизма L. kefi ranofaciens

Note. A — complete profi le; B — relative composition of the microbial community without the dominant 
microorganism L. kefi ranofaciens
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Рисунок 4

Таксономический профиль микробного сообщества лиофилизированных кефирных грибков

Figure 4

Taxonomic Profi le of the Microbial Community of Lyophilized Kefi r Grains

Примечание. Ось X соответствуют таксономическим уровням: D — домен; K — царство; P — тип; C — класс; O — отряд; F — семейство; G — род; S — вид.

Note. The X-axis corresponds to the taxonomic levels: D — domain; K — kingdom; P — phylum; C — class; O — order; F — family; G — genus; S — species.
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Таким образом, микробное сообщество лиофилизиро-
ванных кефирных грибков отличалось низким уровнем 
таксономического разнообразия и высокой степенью 
неравномерности распределения видов, что под-
тверждается низкими значениями индексов Шеннона 
(0,93) и Симпсона (0,36).

Большинство идентифицированных видов относятся 
к гомоферментативным молочнокислым бактериям, 
осуществляющим преимущественно образование мо-
лочной кислоты. К данной группе относятся Lactococcus 
lactis, L. cremoris, Lactobacillus acidophilus, L. acetotolerans, 
L. gasseri, L. helveticus, L. crispatus, L. delbrueckii, L. plantarum, 
Lactiplantibacillus pentosus, L. paracasei и L. johnsonii. Ге-
тероферментативные молочнокислые бактерии, про-
дуцирующие наряду с молочной кислотой также 
CO₂, этанол и/или уксусную кислоту, представлены 
видами: L. mesenteroides, L. brevis, L. kefi ri, L. fermentum, 

L. kefi ranofaciens и Lentilactobacillus hilgardii, L. buchneri. 
Дрожжевой компонент микробиоты был представлен 
одним видом — K. marxianus.

Через 48 часов ферментации микробное сообщество 
кефирных зёрен претерпело заметные изменения 
 (Рисунок 5). 

К 48 часам микробиота по-прежнему характеризова-
лась доминированием L. kefi ranofaciens, доля которо-
го составляла 82,4 % от общего микробного пула. Это 
подтверждает его ключевую роль в структуре и функ-
ционировании зрелого зерна. Вторым по численности 
остался L. helveticus (5,1 %), а третье место занял L. kefi ri, 
доля которого увеличилась по сравнению с исход-
ным уровнем, достигнув 7,3 %. Существенный рост 
также наблюдался у представителей рода Lactococcus: 
L. cremoris и L. lactis составили соответственно 0,53 % 
и 0,97 %. Многочисленные исследования рассматрива-

Рисунок 5

Динамика микробного сообщества на последовательных этапах активации кефирных грибков, формирования 
закваски и ферментации кефира

Figure 5

Dynamics of the Microbial Community at Successive Stages of Kefi r Grain Activation, Starter Formation and Kefi r 
Fermentation

Примечание. 0 ч — лиофилизированные грибки, 48 ч — метаболически активные (разбухшие) кефирные грибки, 120 ч — кефирная закваска, 122 
ч — внесение 5 % закваски в молоко, 130 ч — спустя 8 часов после ферментации при +20 °С, 138 ч — спустя 8 часов после ферментации при +4 °С, 
336 ч — микробное сообщество кефира после 7 дней хранения при +4 °С, 474 ч — микробиом кефира спустя 14 дней хранения при +4 °С, 642 
ч — микрофлора кефира спустя 21 день после хранения при +4 °С.

Note. 0 h — lyophilized fungi, 48 h — metabolically active (swollen) kefi r fungi, 120 h — kefi r starter, 122 h — adding 5 % starter to milk, 130 h — 8 hours 
after fermentation at +20 °C, 138 h — 8 hours after fermentation at +4 °C, 336 h — kefi r microbial community after 7 days of storage at +4 °C, 474 h — kefi r 
microbiome after 14 days of storage at +4 °C, 642 h — kefi r microfl ora after 21 days of storage at +4 °C.
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ют L. kefi ranofaciens как один из наиболее стабильных 
и доминирующих компонентов кефирных грибков, а со-
вместное присутствие L. kefi ranofaciens и представите-
лей вида L. kefi ri описывается как типичная характери-
стика микробного ядра (Plessas et al., 2016). 

Одновременно L. helveticus также нередко фиксируется 
в составе кефирных грибков и относится к числу часто 
встречающихся доминантных/субдоминантных видов, 
что согласуется с его сохранением в нашем экспери-
менте на стадии активации (González-Orozco et al., 2023).

Доля дрожжевого таксона K. marxianus также увеличи-
лась, достигнув 0,79 %. На фоне роста ряда ключевых 
молочнокислых бактерий численность некоторых ранее 
присутствующих видов, напротив, значительно снизи-
лась. Так, L. crispatus уменьшился до 0,16 %, L. amylovorus — 
до 0,15 %, L. acidophilus — до 0,06 %, а L. gasseri — до 0,03 %. 
Примечательно, что к этому времени впервые в составе 
микробиоты были выявлены Pediococcus pentosaceus
(0,01 %) и Lactobacillus paragasseri (0,01 %), доля которых 
в лиофилизированных зёрнах была менее 0,01 %.

Таким образом, спустя 48 часов ферментации микроб-
ное сообщество сохраняло выраженное доминирова-
ние L. kefi ranofaciens, при этом отмечалось увеличение 
таксономического разнообразия, обусловленное ме-
таболической активацией отдельных таксонов, приво-
дящей к выявлению видов, ранее не детектированных 
в лиофилизированных кефирных зёрнах.

Микробиом готовой кефирной закваски
(120 ч)

На 120-м часу ферментации наблюдаются выраженные 
количественные изменения в структуре микробного 
сообщества (Рисунок 5). Численность ряда таксонов 
существенно изменилась по сравнению с предыду-
щим временным интервалом (0–48 ч): L. cremoris увели-
чился более чем в 32 раза: с 71 028 до 2 275 901 про-
чтений, став доминирующим видом на данном этапе. 
L. helveticus также продемонстрировал значительный 
рост — с 678 251 до 1 146 310 прочтений. L. lactis уве-
личился с 129 135 до 692 205 прочтений, что соответ-
ствует росту в ~5,4 раза. Одновременно произошло 
резкое снижение численности ранее доминирующе-
го таксона: L. kefi ranofaciens уменьшился с 11 081 207 
до 346 473 прочтений, потеряв более 96 % своей чис-
ленности. Снижение численности также наблюдалось 
у: L. kefi ri — с 969 214 до 38 778 прочтений (уменьшение 

на 96 %). В составе микробиоты на 120 ч был впервые 
зафиксирован таксон: Streptococcus thermophilus — 
присутствует на уровне 4 605 прочтений, не обнару-
женный на предыдущих временных точках. В то время 
как обнаруженные на предыдущем этапе таксоны, как 
P. pentosaceus и L. paragasseri не были детектированы, так 
как их численность оказались ниже порога обнаруже-
ния (0,1 %). Вероятно, это связано с селективным давле-
нием среды на поздних этапах ферментации (снижение 
pH) и конкурентным доминированием лактококков, 
типично наблюдаемым в готовом кефире, в результате 
чего ряд минорных компонентов консорциума сохра-
няется на следовых уровнях. 

Временная точка 120 часов характеризуются перехо-
дом к новому микробному балансу с преобладанием 
L. cremoris, L. lactis и L. helveticus, а также значительным 
сокращением популяции L. kefi ranofaciens.

Сукцессия микробиоты при производстве 
кефира
Микробный состав начальной точки 
приготовления кефира — этап внесения
кефирной  закваски в молоко (122 часа)

На 122-м часу ферментации, соответствующем мо-
менту добавления 5 % закваски в молоко, микроб-
ное сообщество характеризовалось преобладанием 
представителей молочнокислых бактерий (Рисунок 5). 
Доминирующим видом на данном этапе являлся 
L. helveticus — 1 045 059 прочтений, что составляет 52 % 
от общего микробного пула. Далее следовали L. lactis — 
535 682 прочтения (26,7 %) и L. cremoris — 206 697 про-
чтений (10,3 %).

Несмотря на снижение численности по сравнению 
с ранними этапами, L. kefi ranofaciens продолжал при-
сутствовать в составе сообщества, составив 200 068 
прочтений (10 %). В умеренном количестве сохранялся 
также L. kefi ri — 20 766 прочтений, что соответствует 1 % 
от общего числа секвенированных фрагментов.

Этап ферментации кефира в термостате
продолжительностью 8 часов
(временная точка — 130 ч)

После внесения закваски и восьмичасовой фермента-
ции в термостате (130 ч) микробное сообщество демон-
стрирует признаки активной ферментативной фазы. 
На этом этапе наблюдается значительное увеличение 
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численности ряда таксонов. L. kefi ranofaciens вновь уси-
ливает свои позиции, достигнув 4 878 051 прочтений 
(54,1 %), что свидетельствует о его реактивации и уча-
стии в поддержании экзополисахаридного матрикса. L. 
cremoris достигает 2 662 544 прочтений (29,5 %), L. lactis
продолжает наращивать численность — 759 435 про-
чтений (8,4 %), способствуя дальнейшему подкислению 
среды. L. helveticus сохраняется на стабильном уров-
не — 680 793 прочтений (7,5 %), обеспечивая протеоли-
тическую активность. L. kefi ri фиксируется в количестве 
36 789 прочтений, что составляет 0,4 % от общего числа 
секвенированных фрагментов.

Микробное сообщество готового кефира
(138 часов)

После термостатной инкубации следует восьмича-
совой этап дозревания и стабилизации продукта 
в условиях охлаждения при +4 °С. После охлаждения 
(временная точка — 138 часов) напиток считается го-
товым. К 138 часу ферментации микробное сообщество 
претерпевает значительные изменения, указывающие 
на завершение активной фазы брожения. L. cremoris 
остаётся доминирующим таксоном, его численность 
составляет 2 760 970 прочтений (~55 %), что под-
тверждает его ключевую роль в поддержании молочно-
кислого метаболизма. L. lactis сохраняется в числе доми-
нирующих видов, несмотря на снижение численности 
до 321 501 прочтения (~6,4 %). L. kefi ranofaciens, ранее 
демонстрировавший высокую активность, на этом эта-
пе резко снижает свою численность до 88 024 прочте-
ний (~1,8 %), что указывает на завершение его участия 
в формировании экзополисахаридного матрикса. Схо-
жая тенденция наблюдается и для L. helveticus, числен-
ность которого составляет 88 108 прочтений (~1,8 %), 
что может отражать угасание протеолитической актив-
ности. L. acidophilus сохраняется на низком уровне — 
14 000 прочтений (~0,3 %), оставаясь минорным ком-
понентом микробного сообщества на данной стадии 
ферментации.

Сукцессия микробного сообщества кефира
в процессе хранения
Кефир 7 дней 

На 306-м часу эксперимента микробное сообщество ке-
фира демонстрирует значительные сдвиги в структуре, 
свидетельствующие о стабилизации процесса и смеще-
нии метаболической активности к устойчивым молоч-

нокислым формам. В сравнении с предыдущим этапом 
(138 ч), наблюдаются следующие ключевые изменения: 
L. cremoris продолжает занимать лидирующее положе-
ние и демонстрирует интенсивный рост численности: 
с 2 760 970 до 5 585 568 прочтений, более чем удваива-
ясь за рассматриваемый период. Это свидетельствует 
о его центральной роли в поддержании молочнокис-
лого брожения и стабильности заквасочной активно-
сти. L. lactis также увеличивает численность с 544 785 
до 1 149 690 прочтений, оставаясь вторым по значимо-
сти видом в кокковом доминантном ядре. L. acidophilus
демонстрирует внезапный рост — с 14 000 до 800 000 
прочтений, что может указывать на активацию его по-
пуляции на поздней фазе ферментации, возможно, бла-
годаря снижению конкурентного давления или адап-
тации к среде, насыщенной метаболитами. L. helveticus
восстанавливает численность после снижения, увели-
чиваясь с 88 108 до 373 804 прочтений, что может от-
ражать его участие в поздней протеолитической актив-
ности и формировании вкусового профиля продукта. 
Напротив, численность L. kefi ranofaciens продолжает 
снижаться (с 88 347 до 62 168 прочтений), что, веро-
ятно, связано с исчерпанием субстрата, необходимого 
для его экзополисахаридообразующей активности.

Этап 306 часов характеризуется консолидацией мо-
лочнокислых кокков (L. cremoris и L. lactis) как ключевых 
игроков, а также включением дополнительных лакто-
бацилл (в частности, L. acidophilus) в поддержание ми-
кробной стабильности и метаболической активности 
на поздних стадиях ферментации.

Кефир 14 дней

На 474-м часу ферментации наблюдаются следующие 
изменения: L. cremoris, оставаясь ведущим таксоном, 
снизил численность с 5 585 568 до 4 431 993 прочте-
ний. Несмотря на уменьшение, он продолжает играть 
ключевую роль в поддержании молочнокислой среды. 
L. lactis сохранил численность на прежнем уровне (сни-
жение на ~18 тыс. прочтений). L. acidophilus остаётся 
на стабильном уровне (800 000 прочтений). L. helveticus
демонстрирует снижение численности более чем 
в 2 раза (с 373 804 до 170 870 прочтений), что может 
указывать на спад его протеолитической функции. При-
мечательно, что L. kefi ranofaciens, напротив, увеличил 
численность с 62 168 до 89 682 прочтений, что может 
свидетельствовать о временной реактивации. 



ДИНАМИКА МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА КИСЛОМОЛОЧНОГО НАПИТКА, 
ПРИГОТОВЛЕННОГО С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ КЕФИРНЫХ ГРИБКОВ

❙ Д.Д. Коваль, В.А. Ратайчук, А.В. Хан, Е.Г. Лазарева, О.Ю. Фоменко

45  |  FOOD  METAENGINEERING | ТОМ 3, № 4 2025

Кефир 21 день

На 642-м часу ферментации микробное сообщество демон-
стрирует максимальную стабильность: численность всех 
ключевых таксонов либо сохраняется, либо изменяется 
незначительно. L. cremoris остаётся неизменным доминан-
том (4 431 993 прочтений), поддерживая стабильную кис-
лотность среды. L. lactis также демонстрирует абсолютную 
стабильность (1 131 730 прочтений), подтверждая завер-
шённую заквасочную активность. L. acidophilus слегка сни-
зился — с 800 000 до 790 000 прочтений (–1,25 %), однако 
сохраняет высокую численность, указывая на его роль 
в поздних фазах ферментации и возможной консервации. 
L. helveticus и L. kefi ranofaciens остались на прежнем уровне 
(170 870 и 89 682 прочтений соответственно), что говорит 
о завершении всех фаз роста и метаболической активности 
этих видов.

Индексы биоразнообразия микробных 
сообществ кефирных грибков и готовой 
продукции
Альфа-разнообразие в контексте настоящего исследо-
вания отражает степень таксономического разнообра-
зия микробных сообществ внутри каждого отдельного 
образца, включая как кефирные зёрна, так и жидкую 
фазу на различных этапах ферментации. Этот пока-
затель позволяет количественно оценить, насколько 
сложным и сбалансированным является сообщество 
в каждый конкретный момент времени, а также отсле-
дить изменения в его структуре по мере протекания 
ферментационных процессов. Альфа-разнообразие 
включает в себя два ключевых аспекта: богатство ви-
дов (общее число таксонов, представленных в образце) 
и равномерность распределения (насколько равно-
мерно представлены эти таксоны по численности).

Оценка альфа-разнообразия микробиоты проводилась 
с использованием индексов Берга–Паркера, Шеннона, 
Симпсона и обратного Симпсона. 

На начальных стадиях (точка 1 — лиофилизированные 
кефирные зёрна, точка 2 — зёрна после метаболиче-
ской активации) наблюдается высокая доля домини-
рующего таксона (индекс Берга–Паркера 0.796 и 0.831 
соответственно), а также низкие значения индексов 
Шеннона (0.926 и 0.780) и Симпсона (0.356 и 0.302), 
что указывает на низкое разнообразие и выраженную 
неравномерность в распределении таксонов (Табли-
ца 2). Это характерно для неактивных или только что ак-

Таблица 2

Значения индексов альфа-разнообразия, вычисленных 
для экспериментальных точек

Table 2

Values of Alpha Diversity Indices Calculated for Experimental 
Points

Образец

Индекс 
разноо-
бразия 

Берга — 
Паркера

Индекс 
разноо-
бразия 

Шеннона

Индекс 
разноо-
бразия 

Симпсона

Обратный 
индекс 

Симпсона

Точка 1 0.796 0.926 0.356 1.554

Точка 2 0.831 0.780 0.302 1.432

Точка 3 0.562 1.886 0.651 2.862

Точка 4 0.476 1.633 0.690 3.223

Точка 5 0.414 1.974 0.760 4.165

Точка 6 0.659 1.327 0.532 2.137

Точка 7 0.658 1.496 0.537 2.162

Точка 8 0.735 1.087 0.434 1.766

Точка 9 0.653 1.378 0.532 2.139

Точка 10 0.704 1.230 0.472 1.892

Примечание. Точка 1 — лиофилизированные зёрна (0 ч), точка 2 — ме-
таболически активные (разбухшие) кефирные зёрна (48 ч), точка 3 — 
молочная среда, в которой культивировались зёрна (48 ч), 4 точка — 
кефирная закваска (120 ч), 5 точка — внесение 5 % закваски в молоко 
(122 ч), 6 точка — спустя 8 часов после ферментации при +20 °С (130 ч), 
7 точка — спустя 8 часов после ферментации при +4 °С (138 ч), 8 точ-
ка — микробное сообщество кефира после 7 дней хранения при +4 °С 
(336 ч), 9 точка — микробиом кефира спустя 14 дней хранения при +4 °С 
(474 ч), 10 точка — микрофлора кефира спустя 21 день после хранения 
при +4 °С (642 ч).

Note. Point 1 — lyophilized grains (0 h), point 2 — metabolically active 
(swollen) kefi r grains (48 h), point 3 — milk medium in which the grains were 
cultivated (48 h), point 4 — kefi r starter (120 h), point 5 — adding 5 % starter 
to milk (122 h), point 6–8 hours after fermentation at +20 °C (130 h), point 7–8 
hours after fermentation at +4 °C (138 h), point 8 — kefi r microbial community 
after 7 days of storage at +4 °C (336 h), point 9 — kefi r microbiome after 14 
days of storage at +4 °C (474 h), point 10 — kefi r microfl ora after 21 days of 
storage at +4 °C (642 h).

тивированных сообществ, в которых преобладает огра-
ниченное число видов.

С началом ферментации (точки 3–5) происходит зна-
чительное увеличение таксономического разнообра-
зия: индекс Шеннона достигает максимума на Точке 5 
(1.974), как и индекс Симпсона (0.760) и обратный ин-
декс Симпсона (4.165), что свидетельствует о росте 
богатства видов и выравнивании их относительного 
обилия. Одновременно отмечается резкое снижение 
значения индекса Берга–Паркера (до 0.414), указыва-
ющее на ослабление доминантности одного вида. Эти 
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изменения отражают активную фазу микробной сукцес-
сии, сопровождающуюся метаболической активацией 
ранее подавленных таксонов.

На более поздних этапах (Точки 6–10), соответствующих 
завершению ферментации и хранению продукта, отме-
чается умеренное снижение всех индексов разнообра-
зия по сравнению с пиком в Точке 5. Индекс Шеннона 
снижается до 1.230 (Точка 10), а индекс Берга–Паркера 
возрастает до 0.704, что свидетельствует о частичной 
реструктуризации сообщества и селективном сохра-
нении более устойчивых или метаболически активных 
таксонов (Таблица 2). Тем не менее, уровень разнообра-
зия в этих точках остаётся выше, чем в исходных кефир-
ных зёрнах, что указывает на формирование стабили-
зированного, но более разнообразного микробного 
сообщества в готовом продукте.

Бета-разнообразие (β-разнообразие) отражает сте-
пень различий в составе микробных сообществ между 
образцами, отобранными на разных этапах фермента-
ции и хранения. Этот показатель позволяет оценить, 
насколько существенно изменяются таксономический 
состав и структура микробиоты в динамике.

На основе матрицы расстояний Брэй–Кёртиса была 
построена тепловая карта, отражающая таксономиче-
ские различия между микробными сообществами в об-
разцах, отобранных на различных этапах ферментации 
 (Рисунок 6). Более тёмные оттенки красного соответ-
ствуют более высоким значениям индекса, указываю-
щим на существенные различия в составе микробиоты.

Наибольшие различия в таксономическом составе на-
блюдаются между лиофилизированными кефирными 
зёрнами (точка 1) и микробным сообществом жидкой 
среды на стадии активации (точка 3), что указывает 
на выраженную перестройку микробиоты при перехо-
де к ферментативной активности. В то же время состав 
самих кефирных зёрен после начала ферментации пре-
терпевает менее значительные изменения, оставаясь 
более стабильным по сравнению с микробиотой жид-
кой фазы (точка 2). В то же время, минимальные разли-
чия выявлены между: кефиром, хранящимся 14 дней 
(9 точка) и кефиром, хранящимся 21 день (10 точка), 
что говорит о стабилизации микробной структуры 
в зрелом напитке после завершения ферментации и пе-
риода хранения.

Рисунок 6

Матрица бета-разнообразия между микробными сообществами различных временных 
точек

Figure 6

Beta Diversity Matrix between Microbial Communities at Diff erent Time Points

Примечание. Точка 1 — лиофилизированные зёрна (0 ч), точка 2 — метаболически активные (разбухшие) кефир-
ные зёрна (48 ч), точка 3 — молочная среда, в которой культивировались зёрна (48 ч), 4 точка — кефирная закваска 
(120 ч), 5 точка — внесение 5 % закваски в молоко (122 ч), 6 точка — спустя 8 часов после ферментации при +20 °С 
(130 ч), 7 точка — спустя 8 часов после ферментации при +4 °С (138 ч), 8 точка — микробное сообщество кефира 
после 7 дней хранения при +4 °С (336 ч), 9 точка — микробиом кефира спустя 14 дней хранения при +4 °С (474 ч), 
10 точка — микрофлора кефира спустя 21 день после хранения при +4 °С (642 ч).

Note. Point 1 — lyophilized grains (0 h), point 2 — metabolically active (swollen) kefi r grains (48 h), point 3 — milk 
medium in which the grains were cultivated (48 h), point 4 — kefi r starter (120 h), point 5 — adding 5 % starter to 
milk (122 h), point 6–8 hours after fermentation at +20 °C (130 h), point 7–8 hours after fermentation at +4 °C (138 h), 
point 8 — kefi r microbial community after 7 days of storage at +4 °C (336 h), point 9 — kefi r microbiome after 14 days of 
storage at +4 °C (474 h), point 10 — kefi r microfl ora after 21 days of storage at +4 °C (642 h).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты демонстрируют чёткую после-
довательную смену доминирующих микроорганизмов 
в ходе ферментации молока с использованием кефир-
ных грибков. Кефирный грибок сам по себе является 
носителем микробиоты, в которой преобладают мо-
лочнокислые бактерии, при этом один или несколько 
видов молочнокислых бактерий составляют подавля-
ющее большинство сообщества, а дрожжи присутству-
ют в меньшем количестве (Kalamaki & Angelidis, 2020; 
González-Orozco et al., 2023). Полученные нами резуль-
таты согласуются с результатами предыдущих иссле-
дований кефирных грибков: микробное сообщество 
лиофилизированных образцов характеризовалось 
выраженным преобладанием представителей рода 
Lactobacillus, прежде всего L. kefi ranofaciens и L. helveticus. 
Дрожжевой компонент составлял 1,29 % и был пред-
ставлен K. marxianus. В исследовании González-Orozco 
et al. (2023) доля эукариотической составляющей была 
сопоставимой (0,9 %), однако включала три вида — 
K. marxianus, K. africana и N. dairenensis.

L. kefi ranofaciens является ключевым структурообразую-
щим компонентом, ответственным за синтез экзополи-
сахарида кефирана и формирование полисахаридного 
матрикса зёрен. Данный вид обнаруживается в боль-
шинстве описанных кефирных грибков по всему миру, 
включая азиатские, европейские и южноамериканские 
образцы (Luo, et al., 2023; Tingirikari, J.M.R., et al., 2024; 
McGovern et al., 2024; Ströher, et al., 2025). Его присут-
ствие в изученных культурах кефирных грибков может 
свидетельствовать о едином происхождении симбио-
тического сообщества. Вторым по численности видом 
в микробиоте кефирных грибков являлся L. helveticus, 
что согласуется с данными других исследований, где 
данный таксон описывается как типичный представи-
тель микробного ядра кефирных грибков (McGovern et 
al., 2024). L. helveticus принимает участие в гомофермен-
тативном молочнокислом брожении, сопровождаю-
щемся интенсивным образованием молочной кислоты 
и быстрым снижением pH. По литературным данным, 
данный вид обладает более высокой кислотогенной ак-
тивностью по сравнению с Lactobacillus bulgaricus и St. 
thermophilus (Warakaulle et al., 2025), что обусловлено 
его эффективным метаболизмом лактозы, обеспечива-
ющим ускоренное подкисление среды и рост титру-
емой кислотности. Кроме того, данный вид обладает 
выраженной протеолитической активностью, обеспе-

чивающей расщепление молочных белков и образова-
ние аминокислот и пептидов, используемых другими 
участниками сообщества в качестве источников азота 
и факторов роста. Предположительно, L. helveticus в ис-
следуемых нами кефирных грибках вносит наибольший 
вклад в формирование белковой составляющей их ма-
трикса. На ранних стадиях ферментации его числен-
ность возрастает, что, вероятно, связано с активным 
протеолизом и участием в формировании сгустка. Ве-
роятно, после образования плотной коагуляционной 
структуры L. helveticus переходит в состояние низкой 
метаболической активности, что обусловлено исчерпа-
нием белковых субстратов и снижением pH до небла-
гоприятных значений. Оптимальный диапазон роста L. 
helveticus составляет pH 5,5–5,8 (Zhao et al., 2024), тогда 
как при pH < 4.5 может наблюдаться  угнетение его ро-
ста (Guron et al., 2023).

Сохранение высокой численности L. helveticus как 
в структуре кефирных зёрен, так и в закваске согласу-
ется с данными других исследований (McGovern et al., 
2024) и указывает на устойчивую вовлеченность данно-
го вида в симбиотический консорциум. Его присутствие 
в обеих фазах — прикреплённой (кефирные грибки) 
и планктонной (жидкой) — отражает экологическую 
пластичность L. helveticus и способность адаптировать-
ся к различным микросредам в процессе фермента-
ции. Помимо L. helveticus, в «планктонной» заквасочной 
микробиоте, т.е. после удаления кефирных грибков 
из жидкой фракции и получения закваски, обнаружи-
ваются L. cremoris и L. lactis, при этом обнаруживается 
и немногочисленный L. kefi ranofaciens.

Постепенно рост L. helveticus угнетается, уступая место 
более кислотоустойчивым видам — L. cremoris и L. lactis, 
которые способны сохранять метаболическую актив-
ность при снижении pH до ≈ 4.7–5.0 (Carvalho, 2013). Та-
кая перестройка согласуется с данными других исследо-
ваний, где на поздних стадиях ферментации наблюдается 
переход от доминирования палочковидных лактобацилл 
к кокковым формам, адаптированным к повышенной 
кислотности (Alraddadi, 2022). Микробное сообщество 
готового кефира также характеризуется доминировани-
ем L. cremoris и L. lactis, что согласуется с их пиковым раз-
витием на поздних стадиях активной ферментации. 

После формирования сгустка продукт помещается в хо-
лодильную камеру при +4 °C, и именно эти мезофильные, 
но сравнительно холодоустойчивые виды сохраняют 
численность и метаболическую активность в условиях 
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пониженной температуры (Dimitreli et al., 2025), в то вре-
мя как рост термофильных и менее адаптированных 
таксонов, таких как L. helveticus и L. kefi ranofaciens, уг-
нетается. Во время хранения при +4 °C (от 7 до 21 су-
ток) фиксируется наличие — L. acidophilus, что ука-
зывает на его участие в поздних стадиях созревания, 
где данный вид метаболизирует остаточные углеводы 
и способствуя формированию органолептического 
профиля продукта. Подавленный рост термофильных 
видов и сохранение метаболической активности ме-
зофильных представителей обеспечивает протека-
ние постферментационных процессов (созревание 
и стабилизацию аромата). Данный вид известен своей 
способностью к выживанию в кислой среде, богатой 
продуктами первичного метаболизма и пептидами, об-
разованными в ходе протеолиза (Gao et al., 2022). Его 
всплеск на завершающем этапе ферментации может 
быть связан со снижением конкурентного давления 
со стороны быстрорастущих лактококков и с пере-
ходом сообщества к фазе вторичных метаболических 
взаимодействий, направленных на переработку оста-
точных субстратов. L. acidophilus в этих условиях может 
вносить вклад в постферментационное «дозревание» 
кефира, участвуя в формировании органолептических 
характеристик продукта за счёт синтеза органических 
кислот и летучих соединений (Gao et al., 2022). 

Анализ β-разнообразия выявил выраженную простран-
ственно-функциональную дифференциацию между 
«структурным ядром» зёрен и «планктонной» фазой 
на начальном этапе активной ферментации. Такая дихо-
томия отражает фундаментальные различия между при-
креплённой и свободноживущей микробиотой: первая 
представляет собой устойчивое симбиотическое ядро, 
поддерживающее стабильный состав ключевых таксо-
нов, тогда как вторая характеризуется высокой дина-
мичностью и быстрой сменой доминирующих видов 
в ответ на изменение условий среды. В то же время ми-
нимальные различия между микробными сообщества-
ми на 14-е и 21-е сутки ферментации свидетельствуют 
о достижении так называемого «экологического пла-
то» — состояния относительного равновесия, при ко-
тором сообщество зрелого напитка стабилизируется 
и дальнейшие сукцессионные сдвиги минимальны.

Полученные данные согласуются с представлением 
о грибках как об устойчивом доноре микробного потока, 
обеспечивающем заселение жидкой фазы микроорганиз-
мами, в то время как сама жидкая фаза является динамич-

ной средой, в которой происходят последовательные 
сукцессионные изменения в ответ на метаболическую 
активность микробов (Biçer et al., 2025). Эту динамику 
формируют сами микроорганизмы, чья метаболическая 
активность последовательно изменяет параметры сре-
ды — pH, состав и доступность субстратов, концентра-
цию метаболитов и сигнальных молекул. Эти изменения, 
в свою очередь, определяют дальнейшую сукцессию: 
так, виды, активно растущие на ранних этапах, истощают 
доступные ресурсы и создают новые ниши, благоприят-
ные для роста других участников сообщества.

Ограничения исследования

Настоящее исследование было ограничено анализом 
микробной динамики в пределах одного типа кефир-
ных грибков и на основе лабораторно контролируемо-
го процесса ферментации. Полученные данные могут 
не полностью отражать вариабельность микробного 
состава кефира, получаемого с использованием других 
штаммов грибков, различных молочных сырьевых мате-
риалов или промышленных технологий ферментации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данное исследование позволило охарактеризовать сук-
цессионные процессы, происходящие в микробных со-
обществах при ферментации молока с использованием 
кефирных грибков. Установлено, что кефирные грибки 
выступают как устойчивый источник микробиоты, обе-
спечивающий формирование сбалансированного сим-
биотического сообщества в жидкой фазе. Полученные 
данные не только уточняют представления о механиз-
мах микробной сукцессии в ферментированных систе-
мах, но и демонстрируют потенциал кефирных грибков 
в качестве модели естественного симбиотического био-
ценоза. Практическая значимость работы заключается 
в возможности использования выявленных закономер-
ностей для оптимизации биотехнологических параме-
тров ферментации, разработки стандартизированных 
заквасок и прогнозирования стабильности качества 
кисломолочных продуктов. Перспективным направ-
лением дальнейших исследований является изучение 
межвидовых взаимодействий и метаболической коопе-
рации микроорганизмов кефирных грибков с примене-
нием метатранскриптомного и метаболомного анализа, 
что позволит глубже понять принципы устойчивости 
и самоорганизации симбиотических микробных систем.
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