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И КОЛЛЕКЦИОННЫХ КУЛЬТУР 
МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ 

Аннотация. Отобраны штаммы молочнокислых бактерий, обладающие бак-
териоцин-продуцирующей активностью. Проведена оценка активности бак-
териоцинов в бескпеточной культуральной жидкости (супернатанте), в ре-
зультате которой были выявлены 11 штаммов лактобацилл (L. casei 3 В-
RKM 0008, L. fermentum 136 B-RKM 0103, L. fermentum 96 B-RKM 0155, L. 
fermentum 90T C4-pl B-RKM 0014, L. brevis L9B -RKM 0348, L. fermentum 
ATCC 9338 B-RKM 0018, L. plantarum 8RA-3 pl+ B-RKM 0015, P. pentosaceus 
1a, L. sakei 24a, L. sakei 2a, L. lactis 17a), обладающих высокой бактерио-
цин-продуцирующей активностью по отношению к индикаторным культу-
рам Е.соН, S.aureus, С.albicans и Ser.marcescens. В состав биопрепарата 
могут быть рекомендованы штаммы Lactobacillus fermentum, Lactobacillus 
plantarum, Lactobacillus sakei, обладающие бактериоцин продуцирующей 
активностью. 
Ключевые слова: бактериоцины, бактериоцин-продуцирующая активность, 
антагонистическая активность, супернатант, тест-штаммы. 

V Z 
Туйшдеме. Бактериоцин тузуш1 белсендтИ бар сут кышкылды бактерия-
лардьщ штамдары зерттеу нэтижесшде белшт алынган. Бактериоцин 
тузуш1 белсендтИ жасушадан тыс культуралды суйыкктыкта (супернатант-
та) тексертген. Зерттеу нэтижесшде лактобациллалардыц 11 штамы 
белЫп алынган (L casei 3 B-RKM 0008, L. fermentum 136 B-RKM 0103, 
L. fermentum 96 B-RKM 0155, L. fermentum 90T C4-pl B-RKM 0014, L. brevis 
L9B -RKM 0348, L. fermentum ATCC 9338 B-RKM 0018, L. plantarum 8RA-3 
pl+ B-RKM 0015, P. pentosaceus 1a, L. sakei 24a, L. sakei 2a, L. lactis 17a). Бул 
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штамдардыц жогары бактериоцин тузуш1 белсендтк индикаторлы; дакыл-
дарды (E.coli, S.aureus, С.albicans и Ser.marcescens) -олданып керсетт-
ген. Сондьщтан биопрепараттыц курамына бактериоцин тузуш1 белсендоп 
жогары Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei 
усынылады. 
Туйшд1 сездер: бактериоциндер, бактериоцин тузуш1 белсендтк, антаго-
нист1к белсендтк, супернатант, тест-штамдар. 

и 
Abstract. As a result of carried out studies, the strains of lactic acid bacteria, 
having a bacteriocin producing activity were selected. It was held the assessment 
of activity of bactericins in the cell free culture liquid (supernatant), as a result 11 
strains of lactobacilli (L. casei 3 B- RKM 0008, L. fermentum 136 B-RKM 0103, 
L. fermentum 96 B-RKM 0155, L. fermentum 90T C4-pl B-RKM 0014, L. brevis 
L9B -RKM 0348, L. fermentum ATCC 9338 B-RKM 0018, L. plantarum 8RA-3 
pl+ B-RKM 0015, P. pentosaceus 1a, L. sakei 24a, L. sakei 2a, L. lactis 17a) 
were identified, which have a high bactericin producing activity according to the 
indicator cultures E.coli, S.aureus, C.albicans и Ser.marcescens. In the 
composition of biopreparation can be recommended the strains Lactobacillus 
fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei, having a bactericin 
producing activity. 
Key words: Bacteriocins, the bacteriocin producing activity, antagonist activity, 
supernatant, test strains. 

Введение. Молочнокислые бактерии (МКБ) играют нема-
ловажную роль в живой природе, сельском хозяйстве и нормаль-
ной жизнедеятельности человека и животных. В последнее вре-
мя все больше внимания уделяется поиску новых веществ с ан-
тимикробным эффектом, лишенных недостатков традиционных 
антибиотиков. В этом плане высок интерес к использованию 
пробиотических бактерий и их бактериоцинов. МКБ рассматри-
ваются как терапевтические средства, которые способны изби-
рательно контролировать микроорганизмы, поступающие в орга-
низм человека. Конечно, они не могут в полной мере заменить 
антибиотики, но они совершенно незаменимы после курса ан-
тибиотикотерапии [1-3]. 

Бактериоцины - это антибактериальные вещества бел-
ковой природы, вырабатываемые бактериями и подавляющие 
жизнедеятельность других штаммов того же вида или родствен-
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ных видов. Способностью к синтезу бактериоцинов обладают как 
грамположительные, так и грамотрицательные бактерии [4, 5]. 

Исследователи рассматривают бактериоцины в качестве 
потенциальных антимикробных лекарственных веществ и кон-
сервантов, подавляющих рост и развитие патогенных и условно 
патогенных бактерий и дрожжевых грибов. Известно, что анти-
биотики оказывают многочисленные побочные действия, нега-
тивно сказывающиеся на нашем организме. В то же время бак-
териоцины и продуцирующие их штаммы посредством избира-
тельного воздействия на микрофлору нормализуют микробный 
ценоз при некоторых патологиях у человека и животных. Таким 
образом, проблема поиска и изучения свойств новых антимик-
робных бактериальных пептидов, перспективных для последую-
щего создания медицинских препаратов, а также для использо-
вания в различных отраслях промышленности, является акту-
альной [6]. 

МКБ образуют широкий спектр бактериоцинов: курвацин, 
диацетин, лактококцин, ацидоцин, лактоцин, плантации, план-
тарицин и др. Бактериоцины из молочнокислых бактерий разде-
ляют на 2 группы. 

Представители первой группы характеризуются узким спек-
тром антибактериального действия: вызывают гибель организ-
мов, близких к организму-продуценту. В эту группу входят лакто-
цин В и F-27, амиловорин, педиоцин N5P, термофилин А, курва-
цин А, амиловорин L471, энтерококцин. 

Бактериоцины, относящиеся к второй группе, ингибируют 
рост многих видов грамположительных микроорганизмов, в том 
числе Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Clostridium 
sporogenes, Staphylococcus aureus, Pediococcus acidilactici, Bacillus 
spp., Enterococcus faecalis [7]. Перечисленные бактерии вызыва-
ют порчу пищевых продуктов, среди них есть и патогенные виды. 
К бактериоцинам второй группы относятся: педиоцин А, ацидо-
цин В, диацетин В-1, курвацин FS47, лактицин 3147, плантари-
цин С, энтерококцины, саливарцин, низин, саркацин 674, мута-
ции. Показано, что большинство из этих бактериоцинов являют-
ся нетоксичными и неиммуногенными. 
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МКБ продуцируют ряд биологически-активных веществ с 
антимикробными свойствами. Антагонизм МКБ в ферментиро-
ванных продуктах ассоциируется с их метаболитами, такими, как 
молочная и уксусная кислоты, перекись водорода или бактерио-
цины, представляющие себя молекулами пептидной природы 
[8-10]. 

Молочнокислые бактерии не участвуют в возникновении 
каких-либо патологических процессов, однако способствуют по-
лучению положительного эффекта в жизнедеятельности чело-
веческого организма [11]. 

Синтез бактериоцинов - наследственная особенность мик-
роорганизмов, проявляющаяся в том, что каждый штамм спосо-
бен образовывать один или несколько определенных, строго 
специфичных для него антибиотических веществ [12]. 

Установлено, что пробиотические бактерии стимулируют 
иммунную систему посредством увеличения численности и по-
вышения активности фагоцитов, лимфоцитов, увеличения коли-
чества иммуноглобулинов, выполняющих роль противоядия, 
интерферона, действующего против вирусов, и др. Они умерен-
но увеличивают производство цитокинов, объединяющих иммун-
ную систему человека, улучшая возможности организма быстро 
справляться с различными стрессовыми состояниями, физичес-
кими нагрузками, заболеваниями [13]. 

Несмотря на то, что открытие первого бактериоцина - низи-
на относится к первой половине XX в., бактериоцины МКБ стали 
широко изучаться только в последние два десятилетия. 
В настоящее время изучено и охарактеризовано много различных 
типов бактериоцинов МКБ, но самыми известными являются ни-
зин, лактицин, энтероцин, педиоцин и плантарицин [14-17]. 

Таким образом, установлено, что молочнокислые бактерии 
безвредны и что продуцируемые ими бактериоцины получили в 
настоящее время наибольшее распространение на практике. 
В сфере медицины с ее высокими требованиями применение 
бактериоцинов и штаммов-продуцентов ограничивается лишь 
зонами слизистых оболочек: ротовая и ушная полость, желудоч-
но-кишечный тракт, вагина с преимущественным использовани-
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ем молочнокислых бактерий в качестве продуцентов [3]. В пла-
не поиска альтернативы традиционным антибиотикам бактери-
оцины остаются ценным объектом исследований современной 
биотехнологии из-за таких характеристик, как безопасность для 
человека, специфичность антимикробного действия, природное 
происхождение (натуральность), универсальность и эффектив-
ность механизма поражения бактериальных клеток. 

Цель работы - скрининг штаммов МКБ, обладающих высо-
кой бактериоцин-продуцирующей активностью для разработки 
пробиотического препарата в композиции с фитоэкстрактом для 
профилактики и лечения дисбиотических состояний человека. 

Методы исследований. В работе были использованы 25 
штаммов МКБ, из них 16 коллекционных штаммов Республиканс-
кой коллекции микроорганизмов (РКМ): Lactobacillus cazei Г 
B-RKM 0004, Lactobacillus cazei 3 B-RKM 0008, Lactobacillus brevis 
3-9 B-RKM 0010, Lactobacillus fermentum 90T С 4-pl B-RKM 0014, 
Lactobacillus plantarum 8RA 3-pl B-RKM 0015, Lactobacillus 
plantarum pi 38 2/1 B-RKM 0017, Lactobacillus fermentum ATCC 
9338 B-RKM 0018, Lactobacillus cazei L B-RKM 0027, Lactobacillus 
delbrueckii subsp. Lactis СГ-1 Г B-RKM 0044, Lactobacillus 
fermentum 136 B-RKM 0103, Lactobacillus plantarum 2 B-RKM 0152, 
Lactobacillus fermentum 96 B-RKM 0155, Lactobacillus fermentum 
B-RKM 0203, Lactobacillus cazei Bl 005 B-RKM 0208, Lactobacillus 
brevis L5 B-RKM 0347, Lactobacillus brevis L9 RKM 0348) и 9 штам-
мов из рабочего фонда РКМ (Pediococcus pentosaceus 1а, 
Lactobacillus sakei 2а, Leuconostoc garlicium За, Lactobacillus sakei 
7a, Pediococcus pentosaceus 8a, Lactococcus garvieae 10a, 
Lactococcus lactis 14a, Lactococcus lactis 17a, Lactobacillus sakei 
24a). 

Штаммы рабочей коллекции МКБ были выделены из кисло-
молочных продуктов коммерческого и домашнего изготовления 
(кумыс, шубат, айран и творог). 

Для изучения бактериоцин-продуцирующей активности 
молочнокислых бактерий был использован метод диффузии в 
агар. В 15 мл полужидкого агара (0,7 %) МРС-5, остуженного до 
50 °С, вносится 1 мл индикаторной культуры (5x105 КОЕ/мл). 
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После застывания среды стерильным носиком на поверхности 
плотной среды вырезаются лунки диаметром 5 мм, по 3 лунки 
на каждый исследуемый штамм МКБ. В каждую лунку вносится 
35 мкл супернатанта. 

Супернатанты получаются следующим образом: 1 мл лио-
филизированной культуры МКБ вносится в 20 мл жидкой среды 
МРС. Инкубирование происходит при 37°С-16 ч. После чего 1 мл 
полученного бульона со взвесью клеток повторно переносится 
в 20 мл жидкой среды МРС и инкубируется в течение 16 ч. Затем 
клетки удаляются центрифугированием при 13000 об./мин. в 
течение 5 мин. Супернатант вносится в первую лунку. Для уст-
ранения ингибирующей активности, обусловленной органичес-
кими кислотами, рН супернатанта будет доведен до значения 
рН 6,0 добавлением 1 М NaOH и затем в объеме 35 мкл внесен 
во вторую лунку. В третью лунку вносится супернатант с рН 6,0. 
Кроме того, для нейтрализации перекиси водорода в него до-
бавляется каталаза в конечной концентрации 1 мг в 1 мл. Чашки 
помещают в термостат на сутки. Положительным результатом 
на присутствие бактериоцина в супернатанте считается нали-
чие зоны ингибирования роста индикаторной культуры вокруг 
третьей лунки [18]. 

Результаты исследования и их обсуждение. Необходи-
мо отметить, что исследуемые молочнокислые бактерии игра-
ют большую роль в поддержании колонизационной резистент-
ности, т. е. оказывают выраженную антагонистическую актив-
ность в отношении патогенных микроорганизмов, продуцируя 
различные органические кислоты, перекись водорода, антибио-
тики и бактериоцины. Антагонистическая активность суперна-
тантов у многих исследуемых штаммов с добавлением щелочи 
(NaOH и рН=6,0) не проявлялась. Возможный отрицательный 
результат может быть вызван как малой концентрацией бакте-
риоцин-подобных веществ в супернатанте, так и тем, что неко-
торые бактериоцины проявляют свою активность лишь при низ-
ких показателях рН. В случае повышения рН до 45 данная актив-
ность теряется [19]. Бактериоциногенность супернатанта оце-
нивали по отношению к следующим тест-культурам: E.coli, 
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S.aureus, С.albicans и Ser.marcescens. Данные по изучению бак-
териоцин-продукции отражены в таблице. 

С использованием методики Yang et al. (2012) (рис. 1, рис. 2) 
[18] проведен анализ МКБ на бактериоциногенную активность, 
т.е. исследовалась природа антагонизма МКБ. Антагонизм к ин-
дикаторным культурам может быть обусловлен действием: (а) 
короткоцепочечных карбоновых кислот, (б) перекиси водорода, 
секретируемой некоторыми МКБ и (в) собственно бактериоци-
ном, как продуктом секреции МКБ. 

Рис. 1. Бактериоциногенная активность супернатантов 
L. plantarum 2В, L. delbrueckii С Г-1, L. fermentum 90TC4-pl, 

L. brevis L9 по отношению к E.coli и С. albicans 

Рис. 2. Бактериоциногенная активность супернатантов 
P. pentosaceus ia, L. sakei 24a, L. sakei 7a, P. 

pentosaceus 8a по отношению к E.coli и S. aureus 
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Бактериоцин-продуцирующая активность молочнокислых бактерий 

Зона угнетения роста индикаторных культур, мм 

О б о з н а ч е н и е 
ш т а м м а 

E. coli S. aureus С. albicans Ser. marcescens О б о з н а ч е н и е 
ш т а м м а 

без 
доба-

вок 

+ NaOH 
pH 6,0 

pH 6,0 + 

ката-
лаза 

без 
доба-

вок 

+ NaOH 
pH 6,0 

pH 6,0 + 

ката-
лаза 

без 
доба-

вок 

+ NaOH, 
pH 6,0 

pH 6,0+ 
катала-

за 

без 
доба-

вок 

+ NaOH, 
pH 6,0 

рН 6,0 + 

ката-
лаза 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

со 
со 

Lactobacillus casei 
3B-RKM 0008 7,0 
Lactobacillus casei 
LB-RKM 0027 6,0 
Lactobacillus delbru-
eckii СГ-1 B-RKM 
0044 7,0 
Lactobacillus 
fermen-
tum 136 B-RKM 
0103 
Lactobacillus planta-
rum 2B B-RKM 
0152 6,0 
Lactobacillus fermen-
tum 96B-RKM 0155 7,0 
Lactobacillus fermen-
tum B- RKM 0203 6,0 

Lactobacillus brevis 
L5B - RKM 0347 
Lactobacillus fermen-
tum 90T C4-pl B-RKM 
0014 7,0 

6,0 

6,0 

6,0 

6,0 

7,0 

6,0 

6,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

6,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

6,0 

7,0 

6,0 

6,0 

8,0 

6,0 

7,0 

7,0 

7,0 

6,0 

6,0 6,0 

7,0 

7,0 6,0 

7,0 

7,0 

7,0 6,0 

6,0 

8,0 

6,0 

6,0 

7,0 

7,0 

7,0 

6,0 

6,0 

6,0 

6,0 6,0 6,0 6,0 

6,0 

6,0 

7,0 

6,0 



2 3 4 5 6 

Lactobacillus brevis 
L9B -RKM 0348 7,0 
Lactobacillus fermen-
tum ATCC 9338 B-RKM 
0018 6,0 

Lactobacillus plantarum 
8RA- 3 pl+ B-RKM 
0015 6,0 
Lactobacillus brevis 
3-9 B - R K M 0010 8,0 
Lactobacillus casei Bl 
005 B- RKM 0208 7,0 

Lactobacillus casei 
g rB-RKM 0004 

Lactobacillus plantarum 
pl-38 2/T B-RKM 0017 
Leuconostoc garlicium 
3a 
Lactobacillus sakei 7a 6,0 
Pediococcus pentosa-
ceus 8a 7,0 
Pediococcus pentosa-
ceus 1a 7,0 
Lactobacillus sakei 
24a 8,0 
Lactobacillus sakei 2a 8,0 

Lactococcus lactis 
17a 7,0 
Lactococcus lactis 
14a 8,0 
Lactococcus garvieae 
10a 6,0 

7,0 

6,0 

6,0 

7,0 

7,0 

6,0 

7,0 

7,0 

8,0 
8,0 

7,0 

8,0 

6,0 

6,0 

6,0 

6,0 

7,0 

6,0 

10,0 

8,0 

8,0 
8,0 

7,0 

8,0 

6,0 



Окончание таблицы on с 0 1 о со с S] 

8 9 10 11 12 13 

6,0 7,0 7,0 6,0 6,0 

6,0 6,0 6,0 6,0 7,0 

6,0 7,0 7,0 

7,0 

6,0 

6,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

7,0 

6,0 

10,0 

7,0 

9,0 
8,0 

7,0 

8,0 

7,0 

7,0 

6,0 

6,0 

6,0 

6,0 

7,0 

6,0 

6,0 

5,0 

6,0 

8,0 

7,0 

7,0 

6,0 

8,0 

7,0 
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На основании данных таблицы обращает на себя внима-
ние наличие бактериоциногенной активности у всех проанали-
зированных штаммов Lactobacillus fermentum, в том числе и по 
отношению к С.albicans и Ser.marcescens. У Lactobacillus 
delbrueckii Cr-1 B-RKM 0044, Lactobacillus plantarum 2В B-RKM 
0152, Lactobacillus casei rB-RKM 0004 и Lactobacillus plantarum 
pl-38 2/T B-RKM 0017 бактериоциногенность менее выражена к 
прокариотным тест-культурам и вообще не выявлена по отно-
шению к эукариотной тест-культуре - С. albicans. Культуры 
Lactobacillus brevis 3-9 B-RKM 0010 и Lactobacillus casei Bl 005 
B-RKM 0208 не проявили бактериоциногенной активности к 
S. а и re us и С. albicans. 

У большинства бактерий антагонизм проявили лишь "чис-
тые" супернатанты, т.е. без добавок щелочи и/или каталазы. 
Это дает основание предположить, что антибиотическая ак-
тивность у этих штаммов обусловлена действием лишь орга-
нических кислот. 

Среди лактококков антагонистическая активность суперна-
тантов у штаммов Pediococcus pentosaceus 1а, Lactobacillus sakei 
24а, Lactobacillus sakei 2a, Lactococcus lactis 17a активно про-
явилась в присутствии каталазы и рН 6,0 ко всем индикаторным 
культурам. Полное отсутствие бактериоциногенной активности 
по отношению ко всем исследуемым тест-культурам констати-
ровали у штамма Leuconostoc garlicium За. 

Антагонистическая активность к тест-культурам E.coli, 
S.aureus, С.albicans и Ser.marcescens была стабильна и не инги-
бировалась при рН 6,0 и в присутствии каталазы практически у 
всех молочнокислых бактерий, т.е. была обусловлена продукци-
ей и секрецией бактериоцинов исследуемыми штаммами. Этот 
результат свидетельствует о перспективности перечисленных 
штаммов в дальнейшем использовании для получения бактери-
оцинов. Если же рассматривать чувствительность тест-культур 
к бактериоциногенному действию супернатантов молочнокис-
лых бактерий, то просматривается следующая картина. Тест-
культуры E.coli и S.aureus оказались более восприимчивыми к 
бактериоциногенному действию супернатанта молочнокислых 
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бактерий, нежели C.albicans и Ser.marcescens. Более информа-
тивен бактериоциногенный эффект исследуемых бактериальных 
культур по отношению к тест-штаммам в варианте, когда в со-
став инкубируемый среды дополнительно вносилась каталаза. 

Выводы 
Только у 11 из 25 исследуемых молочнокислых бактерий 

супернатанты бесклеточной культуральной жидкости обладают 
антагонистической активностью к тест-штаммам. Активными 
культурами, обладающими бактериоциногенной активностью в 
отношении как грамположительным, так и грамотрицательным 
бактериям можно назвать 11 штаммов: Lactobacillus casei 3 
B-RKM 0008, Lactobacillus fermentum 136 B-RKM 0103, Lactobacillus 
fermentum 96 B-RKM 0155, Lactobacillus fermentum 90T C4-pl 
B-RKM 0014, Lactobacillus brevis L9B -RKM 0348, Lactobacillus 
fermentum ATCC 9338 B-RKM 0018, Lactobacillus plantarum 8RA-3 
pl+ B-RKM 0015, Pediococcus pentosaceus 1a, Lactobacillus sakei 
24a, Lactobacillus sakei 2a, Lactococcus lactis 17a. 

Такти образом, на основе вышесказанного можно выделить 
вид Lactobacillus fermentum, обладающий бактериоцин продуци-
рующей активностью по отношению к условно- патогенным мик-
роорганизмам: Е. coli, S. aureus, С. albicans, S. marcescens. 
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