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Аннотация. Расширение посадок сортов винограда с комплексной устойчивостью требует решения задачи по снижению 
содержания в виноградном сусле пектиновых веществ. Одним из путей решения данной задачи является применение 
ферментных препаратов пектолитического действия, получаемых из плесневых грибов Aspergillus spp. и Trichoderma spp. 
При недостаточной очистке побочные ферменты могут оказывать негативное влияние на виноматериалы и вызывать 
появление посторонних тонов в аромате и/или склонность к образованию помутнений. Альтернативой для получения 
пектиназ из плесневых грибов могут служить дрожжи-продуценты вида Kluyveromyces marxianus, которые не выделяют 
побочные ферменты. В работе представлены результаты селекции методом улучшающего отбора штамма K. marxianus по 
способности к продуцированию эндополигалактуроназы на виноградном сусле. Показано, что в зависимости от условий 
культивирования значительно изменяется активность продуцируемого фермента. Независимо от штамма при культиви-
ровании на виноградном сусле активность получаемого фермента снижалась на 4,0-28,5 % по сравнению с синтетической 
средой YPD. Выбран штамм K. marxianus III-358, который выделял наибольшее количество фермента при культивировании 
на виноградном сусле и подвергнут улучшающей селекции. В результате селекционной работы отобрано 10 изолятов с 
активностью фермента от 1495,6 до 1521,5 ед, что превышало активность исходного штамма на 19-21 %. Снижение актив-
ности эндополигалактуроназ отобранных изолятов на субстратах с рН 3,0 и 3,5 (по сравнению с рН 5,0) составило 72,4–75,8 % 
и 58,6-62,0 % соответственно. По результатам проведенных исследований отобран изолят дрожжей K. marxianus III-358-60, 
который признан перспективным и депонирован в коллекцию микроорганизмов виноделия «Магарач» под номером III-407.
Ключевые слова: дрожжи; селекция; эндополигалактуроназа; Kluyveromyces marxianus; ферменты.
Для цитирования: Шаламитский М.Ю., Танащук Т.Н., Иванова Е.В., Загоруйко В.А. Селекция методом улучша-
ющего отбора дрожжей вида Kluyveromyces marxianus и выбор лучшего продуцента эндополигалактуроназы // 
«Магарач». Виноградарство и виноделие. 2023;25(3):284-290. DOI 10.34919/IM.2023.25.3.010....

O R I G I N A L  R E S E A R C H

Selection of yeast species Kluyveromyces marxianus and choice 
of endopolygalacturonase top producer using the method of 
improving selection

Shalamitskiy M.Yu.✉, Tanashchuk T.N., Ivanova E.V., Zagorouiko V.A.
All-Russian National Research Institute of Viticulture and Winemaking Magarach of the RAS, 31 Kirova str., 298600 
Yalta, Republic of Crimea, Russia
✉mshalamitskiy@yahoo.com

Abstract. Expanding the planting of grape varieties with complex resistance requires the problem of reducing the content of 
pectin substances in grape must to be solved. One of the ways to solve this problem is the use of pectolytic enzyme preparations 
obtained from mold fungi Aspergillus spp. and Trichoderma spp. If purification is insufficient, by-product enzymes can have a negative 
effect on base wines and cause the appearance of off-tones in the aroma and/or a tendency to form cloudiness. An alternative 
for obtaining pectinases from mold fungi can be yeast-producers of the species Kluyveromyces marxianus, with no side enzymes 
secreting. This paper presents the selection results by the method of improving selection of K. marxianus strain for the ability to 
produce endopolygalacturonase in grape must. It was shown that depending on the cultivation conditions, the activity of produced 
enzyme changes significantly. Regardless of the strain, when cultivated on grape must, the activity of the resulting enzyme was 
decreasing by 4.0–28.5 % compared to the synthetic YPD medium. The strain K. marxianus III-358 was elected, as secreted the 
largest amount of enzyme when cultivated on grape must, and was subjected to improving selection. As a result of selection work, 
10 isolates with enzymatic activity from 1495.6 to 1521.5 units were chosen, which exceeded the activity of original strain by 
19–21 %. The decrease in the activity of endopolygalacturonases of selected isolates on substrates with pH 3.0 and 3.5 (compared 
to pH 5.0) was 72.4–75.8 % and 58.6–62.0 %, respectively. Based on the research results, the yeast isolate K. marxianus III-358-60 
was selected, which was recognized as promising and was deposited in the Сollection Microorganisms of Winemaking “Magarach” 
with the number III-407.
Key words: yeasts; selection; endopolygalacturonase; Kluyveromyces marxianus; enzymes.
For citation: Shalamitskiy M.Yu., Tanashchuk T.N., Ivanova E.V., Zagorouiko V.A. Selection of yeast species 
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Введение
В настоящее время происходит увеличение поса-

док новых сортов винограда с устойчивостью к био-
тическим и абиотическим факторам окружающей 

среды. В ягодах данных сортов содержится большое 
количество биополимеров, одним из которых явля-
ются пектиновые вещества, содержание которых мо-
жет достигать 1,0  и более % по сравнению с другими 
сортами, в которых накапливается от 0,5 до 2,0 г/дм3 

[1, 2]. Одна из причин их высокого накопления может 
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быть связана с их физиологической функцией обеспе-
чения механической прочности и пластичности рас-
тений для образования барьера от внешней среды и 
контроля движения воды и жидкостей через быстро 
растущие части растения [3].

Различные ученые указывают на то, что высокие 
концентрации компонентов пектинового комплекса 
препятствуют осветлению сусла и обработке вино-
материалов [4]. Обладая коллоидными свойствами, 
пектиновые вещества затрудняют осветление и филь-
трацию виноградного сусла, а также в процессе их 
деметилирования в виноматериалах увеличивается 
содержание метилового спирта [5]. Для разрушения 
пектинового комплекса в виноделии традиционно 
используют пектолитические ферменты, в результате 
действия которых происходит гидролиз пектина, и он 
теряет свои коллоидные свойства, при этом снижа-
ется вязкость сусла и ускоряется его осветление [6]. 
Одним из основных ферментов, разрушающих пек-
тин, является эндополигалактуроназа (К.Ф. 3.2.1.15), 
которая проводит гидролиз 1,4-α-гликозидной связи.

Однако представленные на рынке ферментные 
препараты пектолитического действия, которые 
обычно получаются путем культивирования плесне-
вых грибов Aspergillus spp. и Trichoderma spp. помимо 
пектиназ содержат ряд побочных ферментов, на-
пример, протеиназы и эстеразы [7, 8]. Различными 
авторами было показано влияние протеиназ на ста-
бильность виноматериалов и возможность образо-
вания помутнений в готовых виноматериалах [9, 10]. 
Негативное влияние эстераз, в первую очередь, об-
условлено активностью циннамолэстераз (ферулол и 
p-кумарол эстеразы), активность которых направле-
на на высвобождение гидроксицинамоловуй кислоты 
из ее эфиров [11], что может приводить к возникнове-
нию посторонних тонов в аромате вин [12–14]. Также 
действие данных ферментов может приводить к уве-
личению содержания p-кумаровой и ферруловой кис-
лот в виноматериалах [15]. Помимо плесневых дрож-
жей известно более 30 различных родов микроорга-
низмов, способных к синтезу пектиназ, среди которых 
последнее десятилетие активно изучаются следующие 
роды: Erwinia, Bacillus, Saccharomyces, Kluyveromyces, 
Aspergillus, Penicillium, Fusarium и Rhizopus [16].

Для виноделия наибольший интерес представ-
ляют традиционно используемые дрожжи родов 
Saccharomyces и Kluyveromyces, изучение способности 
которых к синтезу внеклеточной эндополигалактуро-
назы проводилось отечественными и зарубежными 
учеными [17]. Большинство штаммов дрожжей рода 
Saccharomyces, применяемые в виноделии, не обладают 
способностью к синтезу данного фермента, хотя эта 
особенность встречается у отдельных штаммов [18–
20]. Исследование пектиназной активности дрож-
жей, принадлежащих к роду Kluyveromyces, показало 
их высокую способность к синтезу внеклеточной эн-
дополигалактуроназы и отсутствие других побочных 
ферментов [21–26]. Это позволяет отнести данные 
дрожжи к наиболее перспективным продуцентам при 
применении их в виноделии.

При производстве ферментных препаратов важ-
ным фактором является выбор продуцента и условий 
культивирования, которые в значительной степени 
влияют на количество синтезируемого фермента. 
Отечественными учеными была выделена и охарак-
теризована эндополигалактуроназа двух штаммов 
дрожжей Kluyveromyces marxianus: ВКМ-Y-480 [27] и 
штамма 54 с оптимумом температуры 45 °С и вели-
чины рН – 5,2. Нгуен Л.А. была разработана техно-
логия получения эндополигалактуроназы на молоч-
ной сыворотке с использованием штамма дрожжей 
K. marxianus ВКМ-Y-848. В продолжение исследо-
ваний Покровский А.В. предложил использование 
виноградного сусла в качестве питательной среды и 
применение полученного препарата для стабилиза-
ции крепленых вин. Дальнейшее развитие исследова-
ний позволило выявить влияние различных добавок 
в питательную среду для повышения количества син-
тезируемого фермента. Таким образом, исследование 
способности дрожжей к синтезу эндополигалакту-
роназы и селекция новых высокопроизводительных 
штаммов представляет особый интерес.

Цель работы – поиск и селекция штамма-проду-
цента эндополигалактуроназы и оптимизация усло-
вий его культивирования для получения максималь-
ного выхода фермента и применения его в виноделии.

Материалы и методы исследования
Штаммы дрожжей вида Kluyveromyces marxianus 

III-74, III-76, III-358, III-359, III-360, III-361, III-362, 
III-363 взяты из коллекции микроорганизмов вино-
делия «Магарач» (КМВ «Магарач»), активность 
эндополигалактуроназы у данных штаммов была 
определена ранее [28]. Для определения активности 
фермента дрожжи культивировали при (30±1) оС в 
течение 5 суток на виноградном сусле (массовая кон-
центрация сахаров – 200 г/л, рН – 3,4) и на синте-
тической среде YPD (г/л: глюкоза – 20, пептон – 20, 
дрожжевой экстракт – 10, величина рН – 5,0), затем 
производили измерение активности эндополигалак-
туроназы вискозиметрическим методом по ГОСТ 
55298-2012. Для дальнейших исследований и селек-
ционной работы отбирали штаммы с максимальной 
ферментативной активностью при росте на вино-
градном сусле.

Селекцию дрожжей проводили следующим мето-
дом: исходный штамм петлей рассевали на чашки Пе-
три с агаризованным виноградным суслом (массовая 
концентрация сахаров 200 г/л, рН 3,4) и культиви-
ровали при (30±1)°С в течение 3-5 сут. до появления 
на поверхности среды сформированных отдельных 
колоний. Двести однородных по морфологии коло-
ний отвивали в пробирки с пастеризованным вино-
градным суслом и культивировали при температуре 
(30±0,5)°С до 5 сут. Отбирали пробирки с активным 
ростом изолятов и определяли в среде культивирова-
ния активность эндополигалактуроназы при величи-
не рН 5,0. Для изолятов с наиболее высоким уровнем 
активности фермента (по сравнению с активностью 
исходного штамма) определяли активность эндопо-
лигалактуроназы с использованием ацетатных буфе-



Selection of yeast species Kluyveromyces marxianus and choice of
endopolygalacturonase top producer using the method...

Shalamitskiy M.Yu., Tanashchuk T.N., 
Ivanova E.V., Zagorouiko V.A. WINEMAKING

286 Magarach. Viticulture and Winemaking   2023·25·3

ров при величине рН 3,5 и 3,0.
Видовую принадлежность изолятов дрожжей 

рода Kluyveromyces подтверждали методом ПЦР-
ПДРФ [29]. Амплификацию участка ДНК ITS1-ITS4 
осуществляли с помощью праймеров ITS 1 (5’ – TCC 
GTA GGT GAA CCT GCG G – 3’) и ITS4 (5’ – TCC 
TCC GCT TAT TGA TAT GC – 3’). ПЦР проводили в 
25 мкл буфера, содержащего 2,5 мМ MgCl2, 10 мкмМ 
dNTP смеси, 100 пМ каждого праймера, 0,5 единицы 
Taq-полимеразы («Синтол», Россия) и 1 мкл ДНК по 
следующей схеме: начальная денатурация ДНК при 
95 °C в течение 5 мин., затем 35 циклов в следующем 
режиме: денатурация при 94ºС – 60 с, отжиг прайме-
ров при 55,5ºС – 2 мин., синтез ДНК при 72 ºС – 2 
мин.; конечная достройка при 72ºС – 10 мин. Про-
дукты амплификации подвергали рестрикции с помо-
щью рестриктаз AspLE I, Hae III и Hinf I по инструк-
ции фирмы-производителя. Продукты рестрикции 
подвергали электрофорезу в агарозном геле с массо-
вой концентрацией агарозы 1 г/100 мл при 60–65 В 
в 1,0×TАЕ буфере (45 мМ Трис, 1мМ ЭДТА, 45 мМ 
ледяная уксусная кислота, рН 7,6) в течение 2–3 ч. 
Гель окрашивали бромистым этидием, промывали 
в дистиллированной воде и визуализировали в уль-
трафиолетовом свете на трансиллюминаторе УВТ-1 
(Биоком). В качестве маркера молекулярных весов 
использовали 100b DNA Ladder (Fermentas, Литва). 
По набору рестрикционных фрагментов относили 
штамм к соответствующему виду.

Данные экспериментов обрабатывали согласно 
общепринятым методам математической статисти-
ки. Вычисление парных корреляций между показате-
лями и определение критерия Тьюки осуществляли 
с использованием программного пакета IBM SPSS 
Statistics (v 17.0).

Результаты и их обсуждение
Анализ эндополигалактуразной активности ото-

бранных штаммов дрожжей на виноградном сусле 
и среде YPD представлен на рис. 1. Все штаммы при 

культивировании на виноградном сусле (рН 3,4) сни-
зили свою активность по сравнению со средой YPD 
(рН 5,0) на 4,0-28,5 %. Это может быть связано с тем, 
что все отобранные штаммы первоначально были 
выделены из экологических природных ниш, не от-
носящихся к виноделию. В то же время, дрожжи рода 
Kluyveromyces могут присутствовать на винограде, что 
определяется их способностью развиваться в широ-
ком диапазоне значений рН среды культивирования – 
от 3,0 до 8,0. При этом максимум активности фермент 
проявляет при значениях рН, близких к 5,0 [17].

Минимальным расхождением по количеству на-
капливаемого фермента при культивировании на 
среде YPD и виноградном сусле характеризовался 
штамм дрожжей K. marxianus № III-358. Кроме того, 
он отличался максимальной активностью фермента 
(1253,7 ед.) при культивировании на виноградном 
сусле с рН 3,4. Это позволило выбрать данный штамм 
для дальнейшей селекционной работы.

С отобранным штаммом была проведена селекци-
онная работа, в результате которой было отобрано 10 
изолятов с активностью фермента от 1495,6 до 1521,5 
ед., что превышало активность исходного штамма на 
19-21 %. Для данных изолятов было проведено гене-
тическое исследование их видовой принадлежности, 
в результате которого все они были отнесены к виду 
K. marxianus (рис. 2).

Изучение активности фермента на субстратах со 
значениями рН 3,0 и 3,5 по сравнению с 5,0 показа-
ло, что для всех 10 штаммов наблюдается снижение 
активности эндополигалактуроназы при снижении 
значения рН субстрата. Так, при величине рН 3,5 
снижение активности по сравнению с оптимальными 
условиями (значение рН 5,0) составило 58,6-62,0 %, а 
при значении рН 3,0 – от 72,4 до 75,8 % в зависимости 
от штамма (табл. 1) Такое снижение активности мо-
жет быть объяснено тем, что оптимальная активная 
кислотность среды для работы фермента находится 
в диапазоне 4,8–5,0 [30], а виноградное сусло имеет 

Рис. 1. Эндополигалактуроназная активность штаммов рода Kluyveromyces в зависимости от условий 
культивирования
Fig. 1. Endopolygalacturonase activity of strains of yeast genus Kluyveromyces depending on cultivation conditions
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более низкие значения рН 3,0–3,5.
Для выбора наиболее перспектив-

ного штамма-продуцента нами была 
проведена математическая обработка 
данных с применением однофакторно-
го дисперсионного анализа и критерия 
Тьюки (данные не представлены), что 
позволило отобрать штамм №  III-358-
60. У данного штамма снижение актив-
ности фермента меньше зависела от 
снижения значения рН по сравнению с 
другими исследованными штаммами и 
составляла 413,8 ед. и 628,3 ед. при ве-
личинах рН 3,0–3,5 соответственно.

По результатам проведенных иссле-
дований штамм № III-358-60 депони-
рован в КМВ «Магарач» под номером 
III-407. Фенотипические и биохимиче-
ские свойства нового селекционного 
штамма – продуцента эндополигалак-
туроназы представлены в табл. 2.

Рис. 2. Электрофорез в агарозном геле продуктов рестрикции фрагмента ITS1-ITS4 рестриктазами AspLE I (А), 
Hae III (Б) и Hinf I (В). М – маркер молекулярной массы 1000 п.н.; изоляты 1 – III-358-15, 2 – III-358-17, 3 – III-358-
24, 4 – III-358-35, 5 – III-358-51, 6 – III-358-60, 7 – III-358-75, 8 – III-358-77, 9 – III-358-78, 10 – III-358-90
Fig. 2. Electrophoresis in agarose gel of restriction products of ITS1-ITS4 fragment with the restriction enzymes AspLE 
I (A), Hae III (B) and Hinf I (C). M – molecular weight marker 1000 bp; isolates 1 – III-358-15, 2 – III-358-17, 3 – III-358-
24, 4 – III-358-35, 5 – III-358-51, 6 – III-358-60, 7 – III-358-75, 8 – III-358-77, 9 – III-358-78, 10 – III-358-90

Изолят

Ферментативная активность (ед) и ее снижение (%) при рН 
субстрата

рН 3,0 Δ1, % рН 3,5 Δ2, % рН 5,0 
(контроль)

III-358-15 368,4 75,8 586,7 61,4 1520,9
III-358-17 380,5 74,8 595,4 60,6 1510,5
III-358-24 371,9 75,2 581,0 61,2 1498,8
III-358-35 414,9 72,4 597,7 60,2 1502,3
III-358-51 402,1 73,3 623,2 58,6 1505,6
III-358-60 413,3 72,9 629,8 58,7 1523,8
III-358-75 377,6 74,8 573,3 61,8 1500,4
III-358-77 401,5 73,3 593,1 60,6 1506,4
III-358-78 408,6 72,9 572,5 62,0 1508,5
III-358-90 410,8 72,7 611,2 59,4 1504,9

Таблица 1. Активность эндополигалактуроназы в зависимости от 
величины рН субстрата
Table 1. Endopolygalacturonase activity depending on the pH value of 
substrate

Парамент Описание
Наименование культуры III-407
Вид Kluyveromyces marxianus
Происхождение селекционный 
Способ получения улучшающая селекция на виноградном сусле штамма III-358 (КМВ «Магарач»)
Место получения лаборатория микробиологии ФГБУН «ВННИИВиВ «Магарач» РАН»

Морфологические свойства: 
форма и размер клеток

клетки эллипсоидальные, размеры 2–6 мкм в ширину и 5–11 мкм в длину, встречаются скопления 
по 2–3 клетки, п ри спорообразовании образует аски с 1–4 спорами, фо рма спор: сферическая и 
эллипсоидальная

Технологические свойства синтезирует внеклеточную эндополигалактуроназу

Область применения
получение внеклеточной эндополигалактуроназы для применения на стадии обработки виноградного 
сусла из сортов винограда с высоким содержанием пектина, снижения вязкости и обеспечения лучшего 
выхода сусла

Условия поддержания хранение при температуре (8±2) °С на виноградном сусле; периодичность пересевов – 1 раз в 9 мес.; 
хранение при минус 86 °С на среде YPD с 30 % глицерина

Авторы Шаламитский М.Ю., Танащук Т.Н., Иванова Е.В. – лаборатория микробиологии ФГБУН 
«ВННИИВиВ «Магарач» РАН», г. Ялта

Таблица 2. Паспортные данные селекционного штамма № III-407
Table 2. Passport data of the selection strain No. III-407
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Выводы
Проведенная работа по отбору и селекции штам-

ма-продуцента эндополигалактуроназы позволила 
получить перспективный штамм, представляющий 
интерес для виноделия. Дальнейшие исследования 
будут направлены на оптимизацию режимов культи-
вирования и условий применения получаемого фер-
мента для обработки виноградного сусла.
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