
268   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2019, vol. 64, no. 3, pp. 268–276 

ISSN 1029-8940 (Print)
ISSN 2524-230X (Online)
УДК 579.22+579.67                                                                                      Поступила в редакцию 30.07.2018
https://doi.org/10.29235/1029-8940-2019-64-3-268-276                                                         Received 30.07.2018

             М. Е. Сафонова, И. А. Найденко,  А. И. Буко2

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ШТАММОВ БАКТЕРИЙ 
LACTOCOCCUS  LACTIS, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ПРИРОДНЫХ ИСТОЧНИКОВ

Аннотация. Изучены физиолого-биохимические свойства (активность роста и кислотообразования, протеоли-
тическая активность, устойчивость к NaCl, антагонистическая активность) выделенных из природных источников 
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Введение. Представители вида Lactococcus lactis (L. lactis) – грамположительные неподвиж-
ные неспорообразующие аэротолерантные гомоферментативные молочнокислые бактерии, от-
носящиеся к семейству Streptococcaceae. В окружающей среде они распространены достаточно 
широко: встречаются на растительных субстратах, в желудочно-кишечном тракте животных,  
а также в молочных продуктах и на оборудовании и материалах, связанных с их производством. 
Клетки этих микроорганизмов овальные, размером (0,5–1,2) × (0,5–1,5) мкм, расположены оди-
ночно, парами или в цепочках, по Граму окрашиваются положительно [1, 2]. 

Ввиду отсутствия данных о плохой переносимости и о нежелательных реакциях при дли-
тельном применении L. lactis этим микроорганизмам присвоен статус GRAS (Generally Regarded 
as Safe), что свидетельствует о международном признании безопасности лактококков и о воз-
можности их неограниченного использования в пищевой и фармацевтической промышленно - 
сти [2, 3].

Подвиды L. lactis – представители наиболее часто и широко применяемых в пищевой про-
мышленности молочнокислых бактерий. Лактококки входят в большинство стартовых заквасок 
для производства сыров, используются при получении разнообразных молочных продуктов. 
Метаболические особенности штаммов L. lactis оказывают прямое и опосредованное влияние на 
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органолептические, питательные свойства и гигиеническое качество готовых продуктов. Для штам-
мов, входящих в состав заквасок, кроме кислотообразования важны такие свойства, как протео-
литическая активность, антагонизм по отношению к патогенным и вызывающим порчу микро-
организмам, фагоустойчивость, ароматообразование, осмотолерантность и др. В связи с увели-
чением в последнее время спроса на продукты с функциональными свойствами и приданием 
здоровому питанию статуса одного из важнейших национальных приоритетов предъявляются 
дополнительные требования к используемым в процессе производства культурам молочнокис-
лых бактерий [4, 5]. Богатыми источниками выделения природных штаммов лактококков, обла-
дающих производственно ценными свойствами, являются молоко, а также простокваша и другие 
ферментированные продукты спонтанного брожения [6, 7].

Выделение и характеристика бактерий L. lactis является актуальной задачей, поскольку се-
лекция новых штаммов дает возможность расширять ассортимент и выпускать новые виды про-
дуктов с желаемыми органолептическими и функциональными характеристиками, а также при 
необходимости проводить ротацию заквасочных культур.

Цель работы – сравнение физиолого-биохимических (активность роста и кислотообразова-
ния, протеолитическая активность, устойчивость к NaCl, антагонистическая активность, утилиза-
ция сахаров) свойств новых штаммов бактерий L. lactis, выделенных из природных источников 
Беларуси.

Материалы и методы исследования. Объектами исследования служили бактерии трех 
штаммов – L. lactis Т8, L. lactis КМ1, L. lactis 4/4с, выделенные из образцов спонтанно сквашен-
ного непастеризованного коровьего и козьего молока и творога из индивидуальных хозяйств 
пригородов Минска [8].

Выделение, первичную идентификацию и изучение морфолого-культуральных и физиолого- 
биохимических свойств молочнокислых бактерий проводили общепринятыми методами [9, 10]. 
Чистые культуры молочнокислых бактерий поддерживали на модифицированной среде MRS  
c 1 % лактозы или глюкозы и 10 %-ном обезжиренном молоке [11].

Молекулярно-генетическую идентификацию проводили методом полимеразной цепной ре-
акции. В качестве матрицы использовали тотальную ДНК исследуемых бактерий. Выделение 
тотальной ДНК осуществляли при помощи набора Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scien-
tific, Литва). Для визуализации результатов применяли электофорез. Амплификацию 16S рРНК 
осуществляли с помощью праймеров 8f-seq (прямой праймер) и 1492r-Seq (обратный праймер). 
Для секвенирования амплифицированных последовательностей ампликоны лигировали в век-
тор pJET1.2, который затем со вставкой трансформировали в E. сoli XL-1 Blue. После этого выде-
ляли плазмидную ДНК и проверяли наличие вставки при помощи рестрикции вектора по сайту 
BglII. Полученные продукты разделяли при помощи электрофореза. Для секвенирования генов 
16S рРНК исследуемых образцов использовали праймер pJET-F. При идентификации получен-
ных секвенированных  последовательностей  16S рРНК исследуемых микроорганизмов исполь-
зовали данные  GenеBank.

Для определения оптимальной температуры роста бактерии культивировали на среде MRS 
при 28, 37 и 43 ºС. Оптическую плотность культуральной жидкости измеряли турбидиметриче-
ски на фотоэлектроколориметре КФК-2 при длине волны 590 нм после 24 ч термостатирования.

Изучение динамики роста, а также активности кислотообразования выделенных бактерий 
проводили путем культивирования их в 10 %-ном стерильном обезжиренном молоке. В качестве 
посевного материала использовали 5 об.% 18-часовой культуры бактерий, выращенной на среде 
MRS. Количество колониеобразующих единиц (КОЕ) определяли методом предельных разведе-
ний при высеве на слабоагаризованную питательную среду. Отбор проб для определения числа 
КОЕ, активной и титруемой кислотности производили каждые 3 ч в течение суток. Активную 
кислотность (рН) измеряли потенциометрически. Титруемую кислотность культуральной жид-
кости определяли титрометрическим методом. Результаты выражали в градусах Тернера (ºТ).

Антагонистическую активность определяли методом лунок и совместного культивирования 
в жидких питательных средах [12].
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Протеолитическую активность выделенных культур оценивали по методике Белозерского  
в модификации ВНИМИ, определяя накопление в молоке свободных аминокислот тирозина  
и триптофана с использованием реактива Фолина. Результат выражали в мкмоль тирозина/мл 
молока [13].

Определение активности протеолитических ферментов осуществляли с помощью модифи-
цированного метода Ансона [14], используя в качестве субстрата 2 %-ный раствор казеината на-
трия в 0,2 М фосфатном буфере, рН 8,0. За единицу протеолитической активности принимали 
количество фермента, которое за 1 мин при 37 ºС катализирует переход в неосаждаемое ТХУ 
состояние такого количества казеина, которое содержит 1 мкмоль тирозина; продукцию протеи-
назы выражали в условных ед/г сухой биомассы.

Все эксперименты выполнены в трехкратной повторности, приведены средние значения данных.
Результаты и их обсуждение. Бактерии L. lactis Т8, L. lactis КМ1 и L. lactis 4/4с выделены из 

образцов спонтанно сквашенного коровьего и козьего молока и творога. Полученные культуры 
имели типичные для лактококков признаки, при глубинном росте на жидкой питательной среде 
MRS накапливали кислые продукты метаболизма. Сферические или овальные клетки в цепоч-
ках различной длины положительно окрашивались по Граму, спор не образовывали. Тест на гид-
ролиз аргинина с образованием аммиака положительный, образования газа из глюкозы не отме-
чалось. В результате молекулярно-генетического метода типирования исследуемые микроорга-
низмы были идентифицированы как L. lactis. 

Основополагающими критериями для отбора перспективных для промышленного использо-
вания штаммов являются активный рост и накопление необходимых метаболитов. Изучение 
особенностей роста и кислотообразования выделенных лактококков позволило выявить штам-
мовые различия. Так, при исследовании влияния температуры на накопление биомассы бактери-
ями L. lactis установлено, что для всех изучаемых культур температурный оптимум составляет 
28 ºС. Спустя 24 ч культивирования на среде MRS при оптимальной температуре самым актив-
ным по накоплению биомассы оказался штамм L. lactis 4/4с, а при повышении температуры 
культивирования до 37 и 43 ºС у бактерий штамма L. lactis Т8 накопление биомассы уменьша-
лось в 4,4 и 15,5 раза соответственно. Клетки штаммов L. lactis 4/4с и L. lactis КМ1 при повыше-
нии температуры культивирования также накапливали меньше биомассы, однако различия бы-
ли не такими выраженными (рис. 1).
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Рис. 1. Влияние температуры культивирования на накопление биомассы клетками штаммов  
L. lactis Т8, L. lactis 4/4с и L. lactis КМ1 на среде MRS

Fig. 1. Influence of the culture temperature on the biomass accumulation by strains of L. lactis  T8,  
L. lactis 4/4c and L. lactis KM1 on MRS medium
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Изучение динамики роста L. lactis Т8, L. lactis КМ1 и L. lactis 4/4с при культивировании  
в обезжиренном молоке показало, что у всех исследуемых штаммов активное увеличение коли-
чества жизнеспособных клеток происходит в первые 9 ч развития популяции бактерий и состав-
ляет 4,1·109, 2,9·109 и 8,3·109 КОЕ/мл соответственно (рис. 2). Значение числа КОЕ/мл остается не-
изменным и спустя 24 ч культивирования, а через 72 ч снижается до 3,0·108, 2,8·108 и 1,8·108 (дан-
ные на рисунке не представлены). Как видно из рис. 2, кривые роста изучаемых культур почти 
совпадают. Значения константы скорости деления клеток (ν) в период экспоненциального роста 
культур также близки: у L. lactis Т8 – 1,52 ч–1, у L. lactis КМ1 – 1,46, у L. lactis 4/4с – 1,57 ч–1. 
Параметры экспоненциального роста исследуемых культур близки к соответствующим показа-
телям штаммов лактококков, традиционно используемых в молочной промышленности [15, 16].

Активность кислотообразования является одной из важнейших характеристик заквасочных 
культур. Накопление органических кислот (преимущественно молочной) в результате брожения, 
осуществляемого молочнокислыми бактериями, приводит к снижению рН молока и образова-
нию молочного сгустка. В процессе изготовления сыра вносимые заквасочные культуры созда-
ют оптимальные условия для действия сычужного фермента. Кроме того, молочная кислота пред-
отвращает развитие нежелательных и вызывающих порчу микроорганизмов, а также влияет на 
характер и выраженность ферментативных превращений в ходе созревания, участвует в форми-
ровании вкуса и аромата готового продукта [17–21]. 

При изучении накопления кислых продуктов метаболизма в процессе роста исследуемых 
штаммов в обезжиренном молоке выяснилось, что активное снижение рН происходит в период 
логарифмической фазы роста всех культур и продолжается в стационарной фазе. Спустя 24 ч 
культивирования активная кислотность культуральной жидкости во всех вариантах снизилась 
до рН 4,2 (рис. 3).

Данные о кислотообразующей активности выделенных штаммов лактококков, приведенные 
в табл. 1, свидетельствуют о том, что все исследуемые культуры являются активными кислото-
образователями – уже через 6 ч культивирования рН в обезжиренном молоке снижается на 1,34–
1,65 ед. Согласно литературным сведениям, доля штаммов – активных кислотообразователей, 
выделяемых в разных регионах из молочных продуктов и сыров, колеблется от единичных слу-
чаев до 35–40 % [22–25]. 
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Рис. 2. Динамика роста бактерий L. lactis при культивировании в молоке:  
1 – L. lactis Т8, 2 – L. lactis КМ1, 3 – L. lactis 4/4с

Fig. 2. Dynamics of growth of L. lactis strains during milk cultivation:  
1 – L. lactis  T8, 2 – L. lactis  KM1, 3 – L. lactis  4/4с
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Т а б л и ц а 1. Кислотообразующая активность бактерий L. lactis  
при культивировании в обезжиренном молоке

T a b l e 1. Acidogenic activity of L. lactis strains  during cultivation in skim milk

Штамм
рН в зависимости от времени культивирования

0 ч 6 ч 24 ч 7 сут

L. lactis Т8 6,39 4,76 4,28 4,19
L. lactis 4/4с 6,36 4,97 4,39 4,31
L. lactis КМ1 6,09 4,63 4,14 4,09

Важной характеристикой штаммов, применяемых в составе заквасок для ферментированных 
молочных продуктов и сыров, является также протеолитическая активность. Гидролиз белков 
молока  происходит под действием протеиназ и пептидаз молочнокислых бактерий и способ-
ствует накоплению в молоке продуктов реакции – пептидов и аминокислот, благодаря чему фер-
ментированные молочные продукты приобретают большую питательную ценность, лучше усва-
иваются, уменьшается их аллергенность. Кроме того, аминокислоты являются предшественни-
ками ароматобразующих соединений (спиртов, альдегидов, кислот, эфиров и серосодержащих 
соединений), которые играют существенную роль в формировании характерного вкуса и арома-
та ферментированных продуктов [18, 26].

Выявлены различия изучаемых штаммов лактококков в накоплении продуктов гидролиза 
казеина в обезжиренном молоке (рис. 4). Наиболее высокую активность показал штамм 
L. lactis Т8: содержание свободных аминокислот (в пересчете на тирозин) в анализируемых об-
разцах составило 0,74 мкмоль/мл через 24 ч и 1,08 мкмоль/мл через 168 ч. 

Установлено, что продукция протеолитических ферментов у L. lactis Т8 связана с экспонен-
циальной фазой роста культуры. Процессы роста и образования протеиназ совпадают во време-
ни (рис. 5).

К технологически ценным свойствам заквасочных культур относятся солеустойчивость, ан-
тагонистическая активность в отношении патогенных и вызывающих порчу микроорганизмов. 
Установлено, что исследуемые штаммы лактококков хорошо росли при внесении 4 % NaCl в сре-
ду культивирования: накопление биомассы через 48 ч роста составило 65–70 % по сравнению  
с контролем (среда без внесения NaCl). Увеличение концентрации вносимой соли до 6,5 % при-
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Рис. 3. Кислотообразование в процессе роста бактерий L. lactis в молоке: 
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Fig. 3. Acidification during growth of L. lactis  strains in milk:  
1 – L. lactis  T8, 2 – L. lactis  KM1, 3 – L. lactis  4/4c
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вело к угнетению роста (рост около 20 % от контроля) и подавлению ацидогенеза лактококков. 
Штаммы L. lactis Т8 и L. lactis КМ1 подавляли рост Salmonella typhimurium и Staphylococcus aureus. 
Полученные данные согласуются с литературными сведениями о корреляции антагонистиче-
ской активности молочнокислых бактерий с накоплением большого количества кислых продук-
тов метаболизма [27].

На качество некоторых молочных продуктов значительное влияние оказывает способность 
молочнокислых бактерий сбраживать не только лактозу, но и другие углеводы [28]. Выделенные 
штаммы лактококков различались по спектру утилизируемых углеводов. Все исследуемые куль-
туры хорошо утилизировали глюкозу, лактозу, фруктозу, галактозу и мальтозу. Ни один из штам-
мов не утилизировал рафинозу и рамнозу. Сахарозу сбраживал только штамм L. lactis Т8, а кси-
лозу – L. lactis  4/4с (табл. 2).
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Fig. 4. Proteolytic activity of strains of L. lactis T8, L. lactis 4/4c and L. lactis KM1 in milk
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Fig. 5. Dynamics of growth and production of proteolytic enzymes of L. lactis T8 on MRS medium
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Т а б л и ц а 2. Утилизация углеводов бактериями штаммов L. lactis Т8, L. lactis 4/4с и L. lactis КМ1

T a b l e 2. Utilization of carbohydrates by strains of L. lactis T8, L. lactis 4/4с and L. lactis KM1

Углевод L. lactis T8 L. lactis 4/4c L. lactis KM1

Глюкоза +++ +++ +++
Фруктоза +++ +++ +++
Сахароза +++ – –
Лактоза +++ +++ +++
Мальтоза +++ +++ +
Галактоза +++ +++ +++
Целобиоза + +++ –
Рафиноза – – –
Ксилоза – +++ –
Рамноза – – –

П р и м е ч а н и е. Утилизация: «+++» – хорошая, «+» – медленная, «–» – 
отсутствует.

Заключение. Изучение физиолого-биохимических свойств бактерий штаммов L. lactis Т8, 
L. lactis 4/4с и L. lactis КМ1, выделенных из образцов коровьего и козьего молока спонтанного 
брожения и творога, показало, что исследованные лактококки активно растут в молоке (ν = 1,46–
1,57 ч–1), осмотолерантны (устойчивы к 4 %-ному NaCl), являются активными кислотообразова-
телями (быстро снижают рН до значения менее 4,7), а также позволяют выявить антагонисти-
чески активные по отношению к Salmonella typhimurium и Staphylococcus aureus штаммы Т8  
и КМ1. Полученные данные о свойствах выделенных лактококков важны при подборе штаммов 
в состав стартовых  культур для ферментированных кисломолочных продуктов и сыров. 
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