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Аннотация. В статье представлены результаты скрининга культур молочнокислых бактерий рода 
Lactobacillus и Pediococcus из коллекции Казахского научно-исследовательского института перераба
тывающей и пищевой промышленности, выделенных ранее из зерна пшеницы, муки, ржаных заквасок, 
а также кумыса и шубата. Для всесторонней оценки пробиотических свойств отобранных 7 штаммов 
молочнокислых бактерий были изучены их физиолого-биохимические свойства: кислотообразующая, 
антагонистическая активности, сахаролитический профиль, устойчивость к различным концентрациям 
желчи, поваренной соли, рост при различных показателях рН, антибиотикорезистентность. В резуль
тате скрининга штаммов для включения в состав закваски для хлеба отобраны 5 наиболее активных 
культур молочнокислых бактерий: Lb. pontis 9K3, Lb. fermentum 3Ш1, Lb. paracasei 82, Lb. paracasei 114, 
Lb. paracasei 126.
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Введение. В современных условиях хле
бопекарная продукция в жизни человека со
ставляет особое место в питании. По данным 
Бюро национальной статистики Агентства по 
стратегическому планированию и реформам 
Республики Казахстан ежегодно Казахстане 
вырабатывается около 640 тыс тонн хлеба и 
хлебобулочных изделий. Однако, микробио
логическое качество зерна и муки с каждым 
годом ухудшается [1-6]. Для предупреждения 
порчи хлеба используют химические, физиче
ские и биологические методы ингибирования 
посторонней микрофлоры. Наиболее привле
кательными и распространенными являются 
биологические методы, в частности, примене
ние заквасок с антимикробными свойствами 
[7-9]. Закваска - это полуфабрикат, приготов
ленный из муки и воды, содержащий молоч
нокислые бактерии и дрожжи. Использовать 
закваски в приготовлении хлеба человечество 
начало более 4000 лет назад и продолжает ис

пользовать до настоящего времени. Закваски, 
содержащие чистые культуры дрожжей и мо
лочнокислых бактерий, внесенные в достаточ
ном количестве, обеспечивают быструю, на
дежную стабилизацию доминирующей микро
флоры, нормальное брожение и гарантируют 
производство от случайностей. С помощью 
чистых культур можно сознательно управ
лять работой микробов и использовать их де
ятельность в заданном направлении [10-13]. За 
счет использования заквасок для хлеба мож
но уменьшить риск инфицирования изделий 
не только микроорганизмами, вызывающими 
порчу, но и патогенами, а также уменьшить 
риск образования микотоксинов, что очень 
важно для получения микробиологически без
опасной продукции [14-21].

Но чтобы закваски для хлеба действитель
но приносили ощутимую пользу, требуется 
правильный подбор видов для той или другой 
технологической схемы, постоянное наблю
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дение за чистотой и активностью культуры, 
строгое соблюдение технологии и, наконец, 
систематический микробиологический кон
троль, позволяющий следить за развитием 
внесенных микроорганизмов. Хлебопекарные 
предприятия постоянно нуждаются в эффек
тивных заквасках, способных бороться с по
стоянно меняющейся спонтанной микрофло
рой муки, а также обеспечивающих полноцен
ное качество хлеба и хлебобулочных изделий.

Цель работы -  выделение новых активных 
отечественных культур молочнокислых бак
терий и дрожжей, обладающих пробиотиче
скими свойствами для создания на их основе 
новых консорциумов и заквасок отечествен
ного происхождения для производства хле
бобулочной продукции.

Методы исследований. Объектом иссле
дований являлись культуры молочнокислых 
бактерий рода Lactobacillus и Pediococcus из 
коллекции КазНИИППП, выделенные ранее из 
зерна пшеницы, муки, ржаных заквасок, а так
же кумыса и шубата. Культуры МКБ поддер
живали на среде MRS (HiMediaLaboratoriesPvt. 
Ltd. Mumbai -  400086, India), культивирова
ние вели при температуре (37±1°С) в течение 
48 часов.

Поддержание и исследование промыш
ленно-ценных культур микроорганизмов осу
ществляли согласно стандартному протоколу 
исследований [22] и общепринятым методи
кам [23-25].

Определение активности кислотообра
зования. Энергию кислотообразования опре
деляли по количеству молочной кислоты, 
накопленной молочнокислыми бактериями 
при минимальном заражении обезжиренно
го молока (или молочной сыворотки) за 17 
часов [22,23] . Для определения энергии кис
лотообразования у исследуемых культур их 
засевали в количестве 0,1 мл в 10 мл молока. 
Пробирки с посевом помещали в термостат 
при температуре 28°, 37°С. Через 17 часов 
проводили определение энергии кислото
образования по методу Тернера. Для этого 10 
мл пробы разбавляли 20 мл дистиллирован

ной воды и добавляли 1-2 капли индикатора 
фенолфталеина. Титрование проводили 0,1 н 
NaOH до появления устойчивой розовой окра
ски. Результаты выражали в градусах Терне
ра по формуле: К=Х*10 (где К -  энергия кис
лотообразования, Х -  количество в мл NaOH, 
ушедшего на титрование, 10 -  коэффициент 
перевода мл в градусы Тернера).

Определение устойчивости к антибио
тикам. Для изучения антибиотической ре
зистентности использовали общепринятую 
методику стандартных индикаторных дис
ков, пропитанных стандартными растворами 
рифампицина, канамицина, олеандомицина, 
пефлоксацина, линкомицина, фуразолидо- 
на, ампициллина, бензилпенициллина, эри
тромицина, ванкомицина, гентамицина, те
трациклина. В качестве питательной среды 
для молочнокислых бактерий использовали 
МРС-агар. В опытах использовали односу
точные культуры, выращенные при опти
мальной температуре, в виде суспензии кле
ток в количестве 1 млрд/мл (по бактериаль
ному стандарту мутности), исходя из расчета 
0,1 мл суспензии на одну чашку Петри. Засе
яв чашки исследуемыми культурами МКБ, на 
поверхность питательной среды, укладывали 
диски, содержащие антибиотики. Культи
вирование вели в течение 3 суток при 28° и 
37°С. Чувствительность молочнокислых бак
терий к антибиотикам определяли измерени
ем зоны подавления роста [22,24].

Определение протеолитической активно
сти молочнокислых культур проводили на 
молочном агаре, который засевали культурой 
молочнокислых бактерий, чтобы получить 
изолированные колонии. По 1 мл культуры 
или соответствующего разведения вносили 
пипеткой в чашки Петри и заливали 10-15 мл 
расплавленного и охлажденного до 40-45°С 
молочного агара. Посевной материал тщатель
но перемешивали с молочным агаром. После 
застывания агара чашки Петри переворачи
вали вверх дном и выдерживали в термостате 
при температуре 30°С в течение 48 ч. После 
термостатирования подсчитывали колонии, 
вокруг которых наблюдаются зоны просвет
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ления, образуемые протеолитическими микро
организмами, и измеряли диаметр зон про
светления [24].

Определение антагонистической актив
ности. Первичное изучение антагонизма у 
молочнокислых бактерий проводили с по
мощью метода перпендикулярных штрихов, 
а также методом диффузии в агар [25,26] 
по отношению к индикаторным культу
рам B. subtilis ATCC  6633 (тест-культура 
для определения антибиотической активно
сти), Escherichia coli-1257, Staphylococcus 
sp.209-P, Salmonella typhimurum с небольшой 
модификацией. Для этого использовалась 
среда NutrientAgar (HiMediaLaboratoriesPvt. 
Ltd. Mumbai -  400086, India). Тест-культуры 
в виде суспензии клеток в количестве 1 млрд/ 
мл (по бактериальному стандарту мутности) 
наносили на поверхность плотной среды в 
чашках Петри, после этого в среде стериль
ным носиком вырезали лунки диаметром 5 
мм по 3 лунки на каждый исследуемый штамм 
молочнокислых бактерий. В каждую лунку 
вносили 40 мкл супернатанта. Супернатанты 
МКБ были получены следующим образом: 1 
мл культуры МКБ вносили в 20 мл жидкой 
среды МРС, инкубировали 24 часа при 37°С. 
После этого клетки были удалены центрифу
гированием при 8000xg об в течение 5 мин. 
Супернатант вносили в первую лунку. Для 
устранения ингибирующей активности, об
условленной органическими кислотами, рН 
супернатанта был доведен до значения рН 6,0 
добавлением 1 MNaOH и затем в объеме 35 
мкл внесен во вторую лунку. В третью лунку 
вносили супернатант с рН=6,0 и, кроме того, 
для ликвидации перекиси водорода в него 
добавили каталазу в конечной концентрации 
1 мг в 1 мл. Чашки помещали в термостат на 
сутки. Положительным результатом на при
сутствие бактериоцина в супернатанте счи
талось наличие зоны ингибирования роста 
тест-культур вокруг третьей лунки.

Определение устойчивости к желчи прово
дили следующим образом: в среду МРС, со
держащую желчь в концентрации 20, 30, 40% 
(рН=6,8-7,0), засевали исследуемую культуру

(одну петлю на 8-10 мл среды) и термостати- 
ровали в течение 48 часов при температуре 
28°, 37°С. Рост культуры или его отсутствие 
отмечали после встряхивания пробирки нали
чием или отсутствием мутности и микроско- 
пированием [23].

Определение устойчивости к NaCl прово
дили в среде МРС при содержании различных 
концентраций NaCl (2, 4, 6%). Исследуемую 
культуру засевали в количестве 1 петли на 
8-10 мл гидролизованного молока (рН=6,8- 
7,0). Посевы выдерживали в термостате в те
чение 48 часов при температуре 28°, 37°С. 
Рост культуры или его отсутствие отмечали 
визуально по наличию или отсутствию мут
ности после встряхивания. Пробирки также 
контролировали по микроскопическому пре
парату [23].

Определение устойчивости к щелочной ре
акции среды (рН=8,3; 9,2; 9,6) проводили за
севанием одной петли исследуемой культуры 
на 10 мл среды ( мясо-пептонный бульон с 2% 
дрожжевого автолизата) с различным значе
нием рН. Посевы выдерживали при 28°, 37°С 
в течение 48 часов. Рост определяли аналогич
но росту культуры в среде с желчью [23].

Результаты исследования. Для всесто
ронней оценки пробиотических свойств пер
спективных для включения в состав заквасок 
для хлеба культур молочнокислых бактерий 
нами были изучены их физиолого-биохими
ческие свойства: устойчивость к различным 
концентрациям желчи, поваренной соли, рост 
при различных показателях рН, кислотообра
зующая, антагонистическая активности, анти
биотикорезистентность.

Активный рост при концентрации желчи в 
среде 20 и 30 % проявляли все исследованные 
штаммы. При содержании 40% желчи в среде 
растут штаммы: Lb. pontis 9K3, Lb. fermentum  
3Ш1, Lb. paracasei 82, Lb. paracasei 114. Дан
ные штаммы считаются высоко устойчивыми 
к желчи и могут использоваться для произ
водства пробиотических препаратов.

Все 7 исследуемых штаммов хорошо росли 
в питательной среде, содержащей 2 и 4% NaCl.
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Однако, при концентрации 6% NaCl в пита
тельной среде проявляли рост только штаммы 
Lactobacillus pontis 9К3 и Lb. paracasei 82, эти 
штаммы давали хороший рост по всей длине 
столбика культуральной жидкости.

Результаты определения активности кис
лотообразования, первичной антагонисти
ческой и протеолитической активности у 7 
штаммов молочнокислых бактерий пред
ставлены в таблице 1.

Таблица 1 - Характеристика физиолого-биохимических показателей культур молочнокислых бактерий из
коллекции микроорганизмов КазНИИППП

Штамм рН
Энергия кисло
тообразования, 

град

Антагонистическая 
активность (к Bacillus 
subtilis ATCC-6633), 
диаметр зоны, мм

Протеолитическая 
активность, диаметр 

зоны,мм

Lactobacillus plantarum СмГ-1 4,3 164±5,1 10±0,2 8±0,3
Lb. paracasei 82 4,0 360,4±0,6 23±1,2 5±0,2
Lb. paracasei 126 4,1 310,2±2,7 26±2,0 9±0,3
Lb. paracasei114 4,1 280,4±2,0 23±0,6 9±0,2
Pedwcoccus acidilactici Р2-6 4,2 165±3,2 21 ±2,2 10±0,5
Lb. pontis 9K3 4,1 103± 1,2 16,0± 1,5 9±0,2
Lb. fermentum 3Ш1 4,0 120±2,1 13,1 ±0,2 10±0,5

Как видно из таблицы 1, энергия кисло- Результаты определения чувствительности 
тообразования у исследуемых культур имела молочнокислых бактерий к антибиотикам 
границы от 93°Т до 360 °Т. представлены в таблице 2.

Таблица 2 - Чувствительность молочнокислых бактерий к антибиотикам

Зона задержки роста (мм)
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Lactobacillusp lantarum СмГ-1 14 29 11 16 30 7 29 0 36 8 31 29
Lb. paracasei 82 20 15 12 11 35 0 23 19 24 27 34 26
Lb. paracasei 126 22 19 17 0 19 21 17 21 18 18 18 20
Lb. paracasei 114 19 31 0 0 15 10 19 14 0 0 15 0
Pedwcoccus acidilactici Р2-6 17 24 0 21 17 17 0 0 23 0 14 21
Lb. pontis 9K3 28 32 14 33 31 26 20 19 37 28 33 30
Lb. fermentum 3Ш1 24 26 10 20 35 18 15 7 39 20 15 28

Далее у всех культур была более широко ис
следована антагонистическая активность по от
ношению к условно-патогенным и патогенным

микроорганизмам: B. subtilis, Escherichia coli, 
Staphylococcu ssp., Salmonella typhimurum. Дан
ные по антагонизму представлены в таблице 3.
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Таблица 3 -  Оценка антагонистической активности молочнокислых бактерий (при рН-6,0 
и в присутствии каталазы в супернатантах МКБ)

Штамм
Зоны угнетения роста индикаторных культур (мм)

Escherichia coli- 
1257

Staphylococcus
sp.209-P

B. subtilis ATCC 
6633

Salmonella
typhimurium

Lactobacillus plantarum СмГ-1 11 ±0,4 10±0,1 10±0,2 0
Lb. paracasei 82 11 ±0,5 14±0,6 24±1,2 10±0,1
Lb. paracasei 126 11 ±0,5 10±0,1 26±2,0 21 ±0,7
Lb. paracasei114 13±0,5 12±0,4 23±0,6 18±0,6
Pedwcoccus acidilactici Р2-6 18±0,6 14±0,5 21 ±2,2 12±0,6
Lb. pontis 9K3 14±0,6 12±0,3 16,0± 1,5 12±0,5
Lb. fermentum 3Ш1 19±0,5 22±0,7 13,1 ±0,2 15±0,7

Обсуждение результатов. При сравнении 
энергии кислотообразования исследуемых 
культур с их антагонистической активностью 
по отношению к Bacillus subtilis АТСС 6633 
(эталонным штаммом для определения анти
биотической активности), представленными в 
таблице 1, можно сделать вывод, что антаго
низм культур лактобактерий в данном случае, 
возможно, связан не только с образованием 
ими кислот, но и с синтезом бактериоцинов. 
Так, культура Pediococcus acidilactici Р2-6 
накапливая меньше кислоты (до 165°Т), про
являет довольно высокую антагонистическую 
активность, сравнимую с активностью куль
тур Lactobacillus paracasei 114 и Lactobacillus 
paracasei 82, являющихся сильными кисло- 
тообразователем (соответственно 280,4±2,0 и 
360,4±0,6°Т).

При исследовании резистентности 7 наших 
культур молочнокислых бактерий к 12 анти
биотикам нами подтверждено наличие среди 
них как штаммов, вообще не имеющих генов 
резистентности к антибиотикам, так и штам
мов, устойчивых к некоторым антибиотикам 
(культуры родов Lactobacillus и Pedwcoccus) 
(таблица 2).

Антагонистические отношения в мире 
микроорганизмов широко распространены и 
являются одним из факторов формирования 
микробных сообществ. Они характеризуют
ся тем, что один вид микроорганизмов так 
или иначе подавляет или задерживает рост 
других микроорганизмов [25-28]. Молочно

кислые бактерии могут образовывать анти
биотические вещества и за счёт этого ока
зывать бактериостатическое и бактерицидное 
действие на вредную микрофлору. Эта спо
собность нашла широкое применение в меди
цине, ветеринарии, сельском хозяйстве и пи
щевой промышленности. Применение культур 
молочнокислых бактерий-антагонистов к B. 
subtilis и плесневым грибам в виде пшенич
ных заквасок при различных способах приго
товления пшеничного хлеба гарантирует его 
микробиологическую безопасность и предот
вращает заболевание картофельной болезнью 
и плесневением.

Оценка антагонистической активности 7 
моно-культур молочнокислых бактерий ме
тодом отсроченного антагонизма показала, 
что большинство наших штаммов обладают 
достаточно сильным антимикробным эф
фектом.

Практически все выделенные штаммы, 
кроме одной, проявляли антагонистическую 
активность ко всем индикаторным культурам. 
У штаммов Lbparacasei 82, Lb. paracasei 126 
^Lb. paracasei 114 и педиококковантагони- 
стическая активность по отношению ко всем 
тест-культурам была наиболее высокой. Про
явление молочнокислыми бактериями антаго
низма в присутствии каталазы и при нейтрали
зации кислоты, исключает действие перекиси 
водорода и органических кислот, но свиде
тельствует о возможном синтезе этими куль
турами бактериоциногенов.
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Выводы. В результате скрининга штам
мов молочнокислых бактерий, входящих в 
коллекцию культур КазНИИ перерабатыва
ющей и пищевой промышленности, для вклю
чения в состав консорциума нами отобраны 
5 наиболее активных культур молочнокис
лых бактерий, обладающих пробиотически
ми свойствами: Lb. pontis 9K3, Lb. fermentum  
3Ш1, Lb. paracasei 82, Lb. paracasei 114, Lb. 
paracasei 126. Критериями отбора служи
ла устойчивость к высоким концентрациям 
поваренной соли, желчи, высокая фермен
тативная, кислотообразующая, протеоли
тическая и антагонистическая активность

штаммов в отношении условно-патогенной 
и патогенной микрофлоры (B. subtilis ATCC  
6633, Escherichia coli-1257, Staphylococcus 
sp. 209-P, Salmonella typhimurum). Анта
гонистическая активность к тест-культуре 
Bacillu subtilis ATCC  6633была стабильна 
у всех штаммов, не ингибировалась при рН 
6,0 и в присутствии каталазы, т.е. была обу
словлена продукцией и секрецией бактерио- 
цинов исследуемыми штаммами. В дальней
шем для включения в состав закваски для 
хлеба будет определена биосовместимость 
отобранных штаммов лактобацилл в составе 
консорциума.
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М.С. Исабекова, Л.Б. Умиралиева, Сагинбек Г.А. HAHFA АШЫТКЫ ЖАСАУ КЕЗ1НДЕ 
CYT КЫШКЫЛЫ БАКТЕРИЯЛАРЫ ДАКЫЛДАРЫНЫН ФИЗИОЛОГИЯЛЫК ЖЭНЕ 
БИОХИМИЯЛЫК КАСИЕТТЕР1Н ЗЕРТТЕУ
ТушнФме. Макалада бидай д8нiнен, уннан, кара бидай уйыткысынан, сондай-ак кымыз бен шубаттан 
б0лiнген К,азак кайта 0ндеу жэне тамак 0нерк0сiбi гылыми-зерттеу институтынын коллекциясындагы 
Lactobacillus жэне Pediococcus тектес сYт кышкылды бактериялар дакылдарыньщ скрининпнщ 
нэтижелерi усынылган. СYт кышкылы бактерияларынын iрiктелген 7 штаммынын пробиотикалык 
касиеттерiн кешендi багалау Yшiн олардын физиологиялык жэне биохимиялык касиеттерi зерттелдк 
кышкыл тYзушi, антагонистiк белсендiлiк, сахаролитикалык профиль, 0т концентрациясына, ас 
тузына т0зiмдiлiк, эртYрлi рН к0рсеткiштерiнде 0сук антибиотикке т0зiмдiлiгi. Штамдарды скрининг 
нэтижесЫде нанга арналган уйыткы курамына енпзу Yшiн сYт кышкылды бактериялардын 5 белсендi 
дакылдары iрiктелin тандалды: Lb. pontis 9K3, Lb. fermentum 3Ш1, Lb. paracasei 82, Lb. paracasei 114, 
Lb. paracasei 126.
TY^Hdi свздер: ашыткы, сут кышкылы бактериялары, нан, Lactobacillus, Pediococcus, пробиотикалык 
касиеттерк антибиотикке т0зiмдiлiк.

M.S. Isabekova, L.B. Umiraliyeva, G.A. Saginbek. STUDY OF PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL 
PROPERTIES OF LACTIC ACID BACTERIA CULTURES AT CREATION BREAD SOURDOUGH 
Abstract. The article presents results of screening lactic acid bacteria cultures of the genus Lactobacillus 
and Pediococcus from collection of Kazakh Scientific Research Institute of Processing and Food Industry, 
previously isolated from wheat grain, flour, rye starter cultures, as well as kumiss and shubat. For comprehensive 
assessment probiotic properties of the selected 7 strains of lactic acid bacteria, their physiological and 
biochemical properties were studied: acid-forming, antagonistic activity, saccharolytic profile, resistance to 
various concentrations of bile, sodium chloride, growth at different pH values, antibiotic resistance. As result of 
strains screening 5 most active cultures of lactic acid bacteria were selected for inclusion in the sourdough for 
bread: Lb. pontis 9K3, Lb. fermentum 3Ш1, Lb. paracasei 82, Lb. paracasei 114, Lb. paracasei 126.
Key words: starter culture, lactic acid bacteria, bread, Lactobacillus, Pediococcus, probiotic properties, 
antibiotic resistance.
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