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7KH ,VRODWLRQ RI 7HFKQRJHQLF 6WUDLQV 
RI Lactococcus lactis 6XEVSHFLHV 
lactis� 8VLQJ %LRORJLFDO 7HFKQLTXHV, 
0DWUL[�$VVLVWHG /DVHU 'HVRUSWLRQ�
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DQG $VVHVVPHQW RI WKH 3URELRWLF 
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0RVFRZ, 5XVVLDQ )HGHUDWLRQ (NDWHULQD 5� 9ROQRYD, 0DULD 6� .DQRFKNLQD

ABSTRACT

Introduction: 5HVHDUFK LQWR ODFWLF DFLG EDFWHULD, ZKLFK DUH ZLGHO\ XVHG LQ WKH IRRG LQGXVWU\, KDV 
UHYHDOHG D ODFN RI LQIRUPDWLRQ UHJDUGLQJ WKH LQWULFDWH FKDUDFWHULVWLFV RI LQGLYLGXDO SURELRWLF 
VWUDLQV, LQFOXGLQJ WKHLU LGHQWLˉFDWLRQ, HOXFLGDWLRQ RI ELRFKHPLFDO SURSHUWLHV, DQG HYDOXDWLRQ 
RI DQWDJRQLVWLF DFWLYLW\� 

Purpose: 7R LVRODWH DQG FRPSUHKHQVLYHO\ FKDUDFWHUL]H Lactococcus lactis VWUDLQ 1R� �5 LQ 
WHUPV RI LWV PRUSKRORJLFDO, SK\VLRORJLFDO, DQG ELRFKHPLFDO SURSHUWLHV, DV ZHOO DV WR DVVHVV 
LWV SURELRWLF SRWHQWLDO DQG VWUHVV WROHUDQFH, LQ RUGHU WR LGHQWLI\ D QRYHO VWUDLQ ZLWK RSWLPDO 
IXQFWLRQDO FKDUDFWHULVWLFV IRU DSSOLFDWLRQ LQ WKH SURGXFWLRQ RI IHUPHQWHG GDLU\ SURGXFWV�

Materials and Methods: 7R DFKLHYH WKHVH JRDOV, ZH XVHG 0$/',�06 WR LGHQWLI\ WKH VWUDLQ, 
WKHQ HYDOXDWHG LWV IXQFWLRQDO FKDUDFWHULVWLFV WKURXJK D VHULHV RI ELRFKHPLFDO WHVWV LQFOXGLQJ 
$3, WHVWLQJ, HQ]\PH DFWLYLW\ DVVHVVPHQW, DQG DQWDJRQLVW DFWLYLW\ DJDLQVW SDWKRJHQLF 
PLFURRUJDQLVPV� :H DOVR FRQGXFWHG LQ YLWUR PRGHOLQJ RI VWUHVV UHVLVWDQFH XQGHU VLPXODWHG 
JDVWURLQWHVWLQDO FRQGLWLRQV�

Results: 7KH VWUDLQ GHPRQVWUDWHG UHPDUNDEOH YLDELOLW\ DQG H[KLELWHG UREXVW EHWD�JDODFWRVLGDVH 
DQG RWKHU LPSRUWDQW K\GURO\WLF HQ]\PH DFWLYLWLHV� $GGLWLRQDOO\, LW VKRZHG D VWURQJ DQWDJRQLVWLF 
HIIHFW DJDLQVW Staphylococcus aureus 9.30 1R� ���� DQG Klebsiella aerogenes 9.03 1R� �32��, 
DV ZHOO DV UHVLVWDQFH WR ORZ S+ DQG ELOH VDOWV� 

Conclusion: Lactococcus lactis VXEVS� lactis ɍ �5 KDV SRWHQWLDO IRU XVH LQ WKH SURGXFWLRQ RI 
IHUPHQWHG GDLU\ SURGXFWV ZLWK HQKDQFHG IXQFWLRQDO DQG WHFKQRORJLFDO SURSHUWLHV� 7KH GDWD 
FROOHFWHG FDQ VHUYH DV D EDVLV IRU WKH GHYHORSPHQW RI QHZ EDFWHULDO VWDUWHUV ZLWK KLJK VDIHW\ 
DQG HIˉFDF\ LQ IRRG SURGXFWLRQ� 
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка функциональных и специализирован-
ных продуктов питания в настоящее время является 
актуальным направлением пищевой промышлен-
ности (Sun et al., 2022). При этом пробиотические 
микроорганизмы выступают основным компо-
нентом таких продуктов, обеспечивая не только 
технологические свойства, но и функциональную 
направленность готовой продукции (Fenster et al., 
2019; Minj et al., 2020; Mafe et al., 2025).

Актуальность исследования обусловлена возрас-
тающей необходимостью использования перспек-
тивных пробиотических штаммов молочнокис-
лых бактерий, в частности представителей вида 
Lactococcus lactis, в пищевой и биотехнологической 
промышленности (Khemariya et al., 2017; Barbosa 
et al., 2022; Wu et al., 2023). Выбор именно этого 
вида молочнокислых бактерий критически важен, 
поскольку штаммы вида L. lactis  способны обе-
спечивать не только высокие органолептические 
и технологические свойства конечного кисломо-
лочного продукта, но и значительно увеличивать 
сроки хранения за счет образования бактерио-
цинов при сквашивании молока (Shah et al., 2024; 
Kondrotiene, et al., 2024). Данные пептиды явля-
ются естественными консервантами и выступают 
ингибиторами роста нежелательной микрофлоры 
(Venegas-Ortega et al., 2019; Sanca et al., 2023).

Дополнительным фактором, определяющим зна-
чимость настоящей работы в контексте националь-
ной безопасности и импортозамещения, является 
значительная зависимость российского рынка кис-
ломолочных продуктов от импортных заквасочных 
культур. В настоящее время существует устойчивая 
потребность в отечественных, высокоэффектив-
ных заквасочных препаратах на основе российских 
штаммов, которые могут обеспечить стабильность 
производства и конкурентоспособность готовой 
продукции на внутреннем рынке (Staronenkova et 
al., 2023).

Современные методы идентификации и харак-
теристики пробиотиков, включая MALDI-TOF MS, 
позволяют обеспечить точное определение и каче-
ство микробных культур для их эффективного при-
менения (Dec et al., 2016; Noun, Akoumeh, & Abbas, 
2022; Nagy & Schuetz, 2018). Особое внимание 
должно быть уделено изучению ферментативного 

профиля и антагонистической активности штам-
мов, что влияет на их биотехнологические свойства 
и безопасность (De Vuyst & Leroy, 2007; Cotter, Hill, 
& Ross, 2005).  

Несмотря на широкое применение молочнокислых 
веществ в пробиотических продуктах, комплексная 
характеристика штаммов с использованием совре-
менных методов остается недостаточно изученной: 
нет комплексных исследований, где одновременно 
оценены MALDI-TOF-профиль, ферментативная 
активность, устойчивость к стрессовым условиям 
ЖКТ и антагонистическая активность штаммов, 
выделенных именно из отечественных сырьевых 
источников. В частности, имеются данные о сое-
динении классической микробиологической иден-
тификации с масс-спектрометрией MALDI-TOF MS 
для штаммов, выделенных из коровьего молока, 
а также информация о взаимосвязях их фермента-
тивного профиля и антагонистической активности 
в отношении условно-патогенных микроорганиз-
мов (Angelakis et al., 2011; Hussain et al., 2021).

Научная новизна исследования заключается в том, 
что оно восполняет выявленный пробел, связан-
ный с отсутствием комплексной характеристи-
ки потенциально технологически ценных штам-
мов Lactococcus lactis subsp. lactis, включающей их 
точную идентификацию, оценку функционально 
значимых ферментативных и антагонистических 
свойств, а также стрессоустойчивость в услови-
ях, имитирующих желудочно-кишечный тракт. На 
примере штамма L. lactis subsp. lactis № 15 в единой 
методологической рамке сопоставлены данные 
классических культурно-биохимических методов 
и MALDI-TOF MS-идентификации с показателями 
его технологического и пробиотического потен-
циала, что позволяет предложить данный штамм 
в качестве перспективного кандидата для создания 
новых заквасок для ферментированных молочных 
продуктов с прогнозируемыми функциональными 
свойствами.

Целью исследования является селекция из при-
родных образцов и всесторонняя характеристика 
штамма Lactococcus lactis subsp. lactis № 15 по мор-
фологическим, биохимическим, физиологическим 
показателям, а также оценка его пробиотическо-
го потенциала и безопасности для применения 
в производстве заквасок для кисломолочных про-
дуктов. 
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Исследовательские вопросы: 

RQ1: Какова степень совпадения результатов клас-
сической идентификации и MALDI-TOF MS-анализа 
для селекции штаммов в рамках подвидов одного 
вида, перспективного для производства кисломо-
лочных продуктов? 

RQ2: Насколько можно опираться на технологиче-
ские свойства микроорганизмов при проведении 
селекции?

RQ3: Имеется ли определенная ферментативная 
активность, биохимические свойства и антагони-
стические свойства, которые обусловливают про-
биотический потенциал отобранного штамма?

RQ4:  Каков уровень устойчивости штамма к основ-
ным применяемым антибиотикам и стрессовым 
факторам желудочно-кишечного тракта?

Гипотеза исследования: штамм L. lactis subsp. lactis 
15, селекционированный по технологическим 
и биохимическим характеристикам, обладает 
широким ферментативным профилем и высокой 
антагонистической активностью, что обеспечива-
ет его перспективность для использования в про-
биотических кисломолочных продуктах. Выбор 
комбинированной методологии идентификации 
(классические микробиологические методики 
и MALDI-TOF MS) обоснован необходимостью 
обеспечения достоверности полученных резуль-
татов и их воспроизводимости, а также высокой 
степенью достоверности видовой идентифика-
ции в кратчайшие сроки, поскольку классические 
методики определяют только фенотипический 
характер штамма. Оценка ферментативной ак-
тивности, антибиотикорезистентности и устой-
чивости к стрессовым факторам позволяет ком-
плексно оценить свойства и безопасность штамма 
для применения в пищевых продуктах.

Результаты исследования обеспечивают получение 
данных, необходимых для обоснованного внедре-
ния перспективного штамма с пробиотическим 
потенциалом в состав пробиотических продуктов 
с целью повышения их надежности, безопасности 
и биологической эффективности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материалы

В качестве источников выделения культуры мо-
лочнокислых бактерий (далее — МКБ) использова-
ли коровье молоко двух типов: (1) коммерческое 
молоко, закупаемое в розничной торговой сети г. 
Москвы, и (2) молоко от здоровых коров КФХ «Сво-
бодный труд».

В качестве источника коммерческого молока ис-
пользовали 5 партий молока, приобретенных 
в период 2023–2025 гг. в торговой сети «МЕТРО» 
и супермаркетах центральной части г. Москвы. 
Производитель — ООО «Экомилк» (Московская 
область). Применяли молоко цельное пастеризо-
ванное (ГОСТ Р 52054-2003) с массовой долей жира 
3,2–4,0 %, белка не менее 2,8 %, углеводов не менее 
4,5 %. Каждую партию отбирали в объеме 900 мл 
в оригинальной упаковке (асептический пакет) 
с указанием даты производства и срока годности 
(10 сут при температуре 2–4 °C). Пробы доставляли 
в лабораторию в сумке-холодильнике при темпе-
ратуре 2–4 °C в течение 1–2 ч после приобретения 
и анализировали не позднее 4 ч до отбора. Хране-
ние до начала микробиологических процедур осу-
ществлялось при температуре 2–4 °C.

Молоко от коров КФХ «Свободный труд» отби-
рали согласно схеме: 8 здоровых дойных коров 
молочного направления, индивидуальный отбор 
утреннего удоя. Пробы отбирали в стерильные 
пластиковые контейнеры объемом 250 мл, всего 
было получено 20 проб. Сезон отбора проб — весна 
2023–2025 гг. Интервал между окончанием доения 
(выполняемого вручную) и началом первичной 
обработки не превышал 15 мин. Доставку образ-
цов в лабораторию проводили в термоконтейнере 
при температуре 2–4 °С в течение 1,5–2 ч после 
отбора. Образцы анализировали в течение 2–3 ч 
после отбора. Молоко поступило от животных, 
не получавших антибактериальные и противома-
стойные препараты в течение 30 дней до первого 
дня отбора.

Материалами исследования также являлись ис-
пользованные культуры микроорганизмов:  (1) 
вновь выделенный штамм микроорганизма 
Lactococcus lactis subsp. lactis № 15, (2) контроль-
ные штаммы микроорганизмов Staphylococcus 
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aureus ВКПМ № 6646, Escherichia coli ВКПМ № 6645, 
Staphylococcus epidermidis ВКПМ № 12635, Klebsiella 
aerogenes ВКПМ № 13214, Candida albicans ВКПМ 
№ 3108.

На этапе скрининга из двух типов молока (коммер-
ческого и свежего удоя от коров КФХ) было выделе-
но 25 штаммов молочнокислых бактерий по схеме, 
описанной ниже в используемых методах. У выде-
ленных колоний штаммов перепроверили чистоту 
повторным посевом на среду MRS и микроскопией, 
а затем кодировали порядковые номера от 1 до 25 
на основе времени выделения. Из 25 выделенных 
штаммов далее были отобраны 16 наиболее пред-
ставительных изолятов (обозначены номерами: 2, 
3, 4, 5, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25) для 
дальнейшей идентификации и характеристик. Этот 
выбор отражал наибольшее морфолого-биохими-
ческое разнообразие полученного массива и был 
репрезентативен по источнику происхождения 
(примерно 50 % из коммерческого молока и 50 % 
из молока коров КФХ).

Все контрольные штаммы микроорганизмов были 
получены из Всероссийской коллекции промыш-
ленных микроорганизмов (Федеральное государ-
ственное бюджетное учреждение «Государствен-
ный научно-исследовательский институт генетики 
и селекции промышленных микроорганизмов» На-
ционального исследовательского центра «Курча-
товский институт»). Контрольные штаммы хра-
нились в виде лиофилизированных образцов 
при температуре 2–8 °C в герметично закрытых 
ампулах в соответствии со стандартами Всероссий-
ской коллекции промышленных микроорганизмов. 
Восстановление культуры перед использовани-
ем проводили в соответствии с паспортами куль-
тур следующим образом: лиофилизат растворяли 
в физиологическом растворе (NaCl) с последую-
щим переносом на адекватные микроорганизмам 
питательные агаризованные среды и инкубацией 
при температуре, оптимальной для роста микро-
организма. После восстановления культуры допол-
нительно культивировали не менее двух пассажей 
перед использованием в экспериментах для вос-
становления активности культуры.

1 Мудрецова-Висс, К. А., Дедюхина, В. П., & Масленникова, Е. В. (2014). Основы микробиологии: учебник (5-е изд., исправленное, 
пересмотренное и дополненное). Москва: ИНФРА-М.

Методы
Выделение отдельных колоний молочнокислых 
бактерий из смешанной микробной популяции

В ходе первичной микроскопии образцов молока 
отбирали образцы, не имеющие в фиксированном 
препарате споровых микроорганизмов, зачастую 
относящихся к условно-патогенным и патогенным 
микроорганизмам. Образцы свежего молока, при-
годные к исследовательским работам, рассеивали 
до единичных колоний путем разведений от 10–1 
до 10–10 на питательный агар MRS, имеющий слож-
ный многокомпонентный состав, обеспечивающий 
оптимальные условия для роста микроорганизмов. 
Завершение этапа культивирования микроорга-
низмов оценивали по характерному росту поверх-
ностных колоний на питательной среде1, а также 
в бульоне MRS. Через два дня наблюдали рост еди-
ничных колоний на поверхности питательной сре-
ды. Полученные колонии выделенных бактериаль-
ных культур высевали на косяках с агаризованной 
средой MRS и выращивали в течение 48 ч при тем-
пературе 30 °С. 

Культурально-морфологические  
и фенотипические методы

Данный этап включал оценку макро- и микромор-
фологических характеристик изолятов после куль-
тивирования на селективных питательных сре-
дах, указанных в Таблице 1. Для предварительной 
идентификации использовали селективные пита-
тельные агаризованные среды MRS и «Лактобака-
гар» (состав — Таблица 1). В приготовленном виде 
среда «Лактобакагар» приобретает желтый цвет 
и прозрачную консистенцию, кислотность состав-
ляет 5,7 ± 0,3 единицы pH при температуре 25 °C, 
срок годности составляет 7 сут при хранении в хо-
лодильнике (от +2 до +8°C) или до 5 сут в условиях 
комнатной температуры.

Оценивали размер, форму, цвет, прозрачность, 
характер края и поверхность выросших колоний 
на указанных питательных средах. Морфологию 
бактериальных клеток (форма, размер, расположе-
ние) исследовали с помощью световой микроско-
пии на световом микроскопе MAGUS Bio (MAGUS 
by Levenhuk, Китай). Для этого готовили мазки, ко-
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торые фиксировали и окрашивали по методу Гра-
ма для определения отношения микроорганизмов 
к грамположительным или грамотрицательным, 
что является ключевым этапом в таксономической 
идентификации.

Для изучения фенотипических свойств выделен-
ных бактериальных культур проводили наращи-
вание биомассы культуры микроорганизма в пи-
тательном бульоне MRS, количественный состав 
компонентов которого представлен в Таблице 1. 
Образцы культивировали в термостате при тем-
пературе воздуха 30 °С в течение 72 ч. Заверше-
ние культивирования оценивали по характерному 
росту в пробирке с питательным бульоном или 
образованием осадка бактериальной массы. Опре-
деляли фенотипические свойства бактериальных 
культур в свежеприготовленном микроскопиче-
ском фиксированном препарате.

Культуральные и технологические свойства опреде-
ляли по времени ферментации обезжиренного мо-
лока и образования кисломолочного сгустка при за-
данной температуре. Исследовали технологические 
характеристики выделенных штаммов в диапазоне 
температур от 30 °С до 44 °С, а также количество 
КОЕ/см3 потенциальных пробиотических культур 
в образовавшемся кисломолочном сгустке.

Биохимические методы  
с применением тест-систем API

Для углубленной биохимической идентификации 
и оценки ферментативного профиля использова-
ли коммерческие миниатюрные тест-системы API 
(bioMerieux, Франция). Данные системы представ-
ляют собой пластиковые полоски (стрипы) с ми-
кролунками, содержащими лиофилизированные 
субстраты для определения специфической фер-

Таблица 1
КŵŲůžŬŸŹũŬŴŴƂŰ ŸŵŸŹŧũ ŶůŹŧŹŬŲƃŴƂż ŸŷŬū �Ū�Ų�
Table 1
4XDQWLWDWLYH СRPSRVLWLRQ RI 1XWULHQW 0HGLD �J�O�

Компонент среды Среда MRS Среда  
MRS–бульон mЛактобакагар} Среда МПА для 

контрольных штаммов

Источники азота и факторов роста

ПŬŶŹŵŴ �0,0 �0,0 — �0,0

śŬŷųŬŴŹŧŹůũŴƂŰ ŶŬŶŹŵŴ 5,0 5,0 3,0 —

ŤűŸŹŷŧűŹ ŶŬűŧŷŸűůż ūŷŵŭŭŬŰ �,0 ųŲ �,0 ųŲ �,0 ųŲ —

œƆŸŴŵŰ ƄűŸŹŷŧűŹ 20,0 20,0 — ��,0

Углеводы

ŊŲƅűŵŮŧ 20,0 20,0 — —

СŹŧŨůŲůŮŧŹŵŷƂ ů ƄųźŲƃŪŧŹŵŷƂ

ТũůŴ��0 �,0 ųŲ �,0 ųŲ �,0 ųŲ —

Буферные системы и соли

НŧŹŷůŰ ŻŵŸŻŵŷŴŵűůŸŲƂŰ ūũźŮŧųŬƀŬŴŴƂŰ 
�1DȮ+32Ȱ� 2,0 2,0 — —

НŧŹŷůŰ źűŸźŸŴŵűůŸŲƂŰ 3�ũŵūŴƂŰ 
�&+ȯ&221D y 3+Ȯ2� 5,0 5,0 2,0 —

АųųŵŴůŰ ŲůųŵŴŴŵűůŸŲƂŰ ŵūŴŵŮŧųŬƀŬŴŴƂŰ 
��1+Ȱ�+Ȯ&�H52�)

2,0 2,0 — —

НŧŹŷůƆ żŲŵŷůū �1D&O� — — — 5,0

Микроэлементы

œŧŪŴůŰ ŸŬŷŴŵűůŸŲƂŰ ��ũŵūŴƂŰ �0J62Ȱ y �+Ȯ2� 0,� 0,� — —

œŧŷŪŧŴŬŽ żŲŵŷůŸŹƂŰ ��ũŵūŴƂŰ �0Q&OȮ y �+Ȯ2� 0,05 0,05 — —

Стабилизатор среды (Агар)

АŪŧŷ ųůűŷŵŨůŵŲŵŪůžŬŸűůŰ �2,0 — — �5�0
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ментативной активности и способности утилизи-
ровать различные углеводы. Процедура проведе-
ния анализа: суспензию чистой культуры бактерий 
определенной плотности (стандартизированную 
по мутности) вносили в лунки стрипа в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Для иденти-
фикации микроорганизмов использовали системы, 
соответствующие предполагаемой таксономиче-
ской группе (API 50 CHL для лактобацилл и других 
грамположительных бактерий). Заполненные стри-
пы инкубировали при оптимальной для данного 
микроорганизма температуре (например, 37 ± 1 °C) 
в термостате ТСО-1/80 СПУ (АО «Смоленское СКТБ 
СПУ», Россия). Результаты учитывали визуально че-
рез 24–48 ч по изменению цвета в лунках, вызван-
ному метаболическими реакциями (подкислением, 
защелачиванием и др.). Для оценки ферментатив-
ного профиля отобранного штамма молочнокис-
лых бактерий использовали тест-системы API ZYM, 
определение вели по схеме, описанной выше. Вре-
менные затраты на проведение идентификации 
с использованием API-систем составляли: под-
готовка культуры и внесение пробы — до 30 мин, 
инкубация — от 18 до 24 ч, учет и интерпретация 
результатов — около 20 мин.

Идентификация микроорганизмов с помощью 
времяпролетной масс-спектрометрии MALDI TOF MS

Для идентификации микроорганизмов с помощью 
времяпролетной масс-спектрометрии MALDI TOF 
MS использовали  масс-спектрометр MALDI TOF 
Microflex PC. Принцип метода матрично-активи-
рованной лазерной десорбции/ионизации с вре-
мяпролетной масс-спектрометрией (MALDI TOF 
MS) основан на анализе уникальных белковых 
профилей микроорганизмов, преимуществен-
но рибосомальных белков, обладающих высокой 
степенью консервативности и таксономической 
значимостью. По данному методу колонии из ча-
шек Петри наносили на специальную мишень, по-
мещали в прибор и проводили исследование. Под 
действием удара лазера белки подлетали на опре-
деленную высоту в зависимости от своей мас-
сы, прибор строил в режиме реального  времени 
масс-спектры и сравнивал их со спектрами из базы 
данных, при наибольшем совпадении выдавался 
результат идентификации по роду и виду микро-
организма (Noun, Akoumeh, & Abbas, 2022).

Определение антагонистической активности культур 
микроорганизмов

Антагонистическую активность штамма Lactococcus 
lactis subsp. lactis № 15 определяли методом диффу-
зии в агар в соответствии с ОФС.1.2.4.0010.15 (Госу-
дарственная фармакопея РФ, XIII издание) и ГОСТ 
10444.11-89. В качестве тест-штаммов использо-
вались условно-патогенные коллекции из ВКПМ 
(см. раздел «Материалы»). Исследуемый штамм 
культивировали в среде MRS при температуре 30 °C 
в течение 18–24 ч без аэрации. После культивиро-
вания делали смыв культуры и ресуспендировали 
до концентрации 108 КОЕ/мл. Тест-штаммы восста-
навливали из лиофилизированных образцов ВКПМ 
согласно протоколу, выращивали при 37 °C в тече-
ние 18–20 ч на мясо-пептонном агаре (МПА). Для 
Candida albicans применяли среду Сабуро при тем-
пературе 30 °C в течение 24–48 ч. После инкубации 
культуры смывали стерильным 0,9%-м раствором 
хлорида натрия и стандартизировали по мутности 
до 0,5 единицы по шкале МакФарланда (примерно 
1,5 × 108 КОЕ/мл).

Для определения активности МПА охлаждали 
до (45 ± 2) °C, добавляли 10 % по объему приготовлен-
ной взвеси тест-микроорганизмов, тщательно пере-
мешивали и разливали в чашки Петри диаметром 90 
мм, толщиной 4–6 мм. После застывания агара сте-
рильным штампом-пробойником диаметром 6–8 
мм вырезали лунки, расположенные на расстоянии 
25–30 мм друг от друга и от края чашки. В каждую 
лунку стерильной пипеткой вносили суспензию ис-
следуемого штамма. Подготовленные чашки поме-
щали в термостат при (37 ± 1)°С на 18–24 ч для бак-
териальных тест-штаммов и при (30 ± 1)°С на 24–48 
ч для Candida albicans ВКПМ 3108. Диаметр зоны ин-
гибирования роста тест-микроорганизмов учиты-
вали при проведении минимум трех параллельных 
определений. Антагонистическую активность ин-
терпретировали следующим образом: диаметр зоны 
≤8 мм — слабая активность, 9–15 мм — умеренная 
активность, 16–20 мм  — сильная активность. Схема 
проведения анализа представлена на Рисунке 1. 

Определение антибиотикорезистентности культур 
микроорганизмов

Для определения антибиотикорезистентности ото-
бранного штамма использовали диско-диффузный 
метод с последующей оценкой в агаризованной 
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среде зон ингибирования роста микроорганизмов. 
Антибиотики применялись в стандартных дозах: 
тетрациклин — 10 мкг, пенициллин — 10 мкг, клин-
дамицин — 10 мкг, ампициллин — 25 мкг и ванко-
мицин — 5 мкг. Культуру наносили на поверхность 
питательной агаровой среды MRS, инокулируемую 
равномерно по всей поверхности, после чего раз-
мещали бумажные диски с соответствующими ан-
тибиотиками. Инкубация проводилась при 30 °C 
в течение 24 ч. Устойчивость или чувствитель-
ность штамма оценивали по диаметру зоны инги-
бирования в соответствии с рекомендациями CLSI 
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2022) 
и ОФС.1.2.4.0010.18 «Определение антимикроб-
ной активности антибиотиков методом диффузии 
в агар». 

In vitro-определение выживаемости культур 
микроорганизмов в стрессовых условиях ЖКТ

Выживаемость отобранного штамма в стрессовых 
условиях желудочно-кишечного тракта оценивали 
по методике, предложенной C. Dunne и соавторами 
(Dunne, & et al., 2001). Методика основана на при-
менении модельных сред, имитирующих кисло-
тообразующую зону желудка, и служит в качестве 
стандартизованного протокола инкубации пробио-
тических штаммов в симулированных желудочных 

и кишечных условиях для оценки их устойчивости 
и потенциала выживания в организме человека. 
Инкубировали клетки в модельных средах, имити-
рующих кислотную среду желудка и желчные соли 
кишечника. Методика включает последовательное 
воздействие на культуру пониженных pH (напри-
мер, pH 2,0–3,0) и желчных компонентов в кон-
центрациях, характерных для человеческого ЖКТ, 
с последующим подсчетом жизнеспособных клеток 
методом определения колониеобразующих единиц 
(КОЕ) после каждого этапа воздействия.

Анализ данных

Обработка полученных данных проводилась на ос-
нове стандартизированных методологических под-
ходов, обеспечивающих надежность и воспроизво-
димость результатов. Все результаты качественных 
микробиологических тестов (наличие/отсутствие 
роста, положительная/отрицательная реакция фер-
мента, радиус зоны ингибирования) кодировались 
по унифицированной системе и структурированы 
в таблицы для классификации. Морфологические 
характеристики колоний измерялись при свето-
вой микроскопии (MAGUS Bio, увеличение ×1000), 
видовая идентификация проводилась по резуль-
татам биохимических тестов (API 50 CHL, API ZYM) 
и масс-спектрометрии MALDI-TOF MS (Microflex PC, 
Bruker Daltonics). При использовании MALDI-TOF 
MS результаты идентификации кода определялись 
с использованием баз данных Bruker Taxonomy 
с пороговым значением ≥1,7 для уровня вида.

Количественные показатели устойчивости штам-
ма при стрессовых условиях (pH 2,0 и 3,0; наличие 
желчных солей) определяли методом подсчета ко-
лониеобразующих единиц на среде MRS с исполь-
зованием серийных разведений. Антагонистиче-
скую активность фиксировали, измеряя диаметр 
зоны ингибирования. Процедура выполнялась в со-
ответствии со стандартами CLSI, с интерпретацией 
результатов по шкале: диаметр ≤8 мм — слабая ак-
тивность, 9–15 мм — умеренная, ≥16 мм — сильная. 
Ферментативная активность анализировалась с по-
мощью системы API ZYM в условных единицах.

Все количественные данные представляют собой 
среднее арифметическое ± стандартное отклонение 
(M ± SD), полученного как минимум из трех научных 
биологических повторов. Для статистической обра-

Рисунок 1
СżŬųŧ ŶŷŵũŬūŬŴůƆ ŧŴŧŲůŮŧ
Figure 1
$QDO\VLV )ORZFKDUW
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ботки применялась однофакторная дисперсионная 
аналитика (ANOVA). Уровень статистической досто-
верности установлен на p < 0,05. Обработка данных 
осуществлялась в программе Excel. Штаммы, не со-
ответствующие критериям чистоты или показавшие 
нестабильные результаты при повторных посевах, 
были исключены из исследования и не учитывались 
при подсчете и репрезентации результатов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Скрининг технологически ценных 
штаммов Lactococcus lactis subsp. lactis 
с использованием биохимических методов 
и MALDI-TOF MS

Из образцов натурального молока выделено 
25 культур микроорганизмов. Фенотипически 
определена форма клеток микроорганизмов, ха-
рактерная для кокков. В ходе оценки по морфоло-
гическим признакам было отмечено, что выросшие 
колонии бактериальных культур имеют округлую 

гладкую форму белого цвета, небольшого размера, 
с ровными краями, без характерного посторонне-
го запаха. Результаты оценки фенотипических ха-
рактеристик культур микроорганизмов приведены 
на Рисунке 2. 

По результатам микроскопирования и определе-
ния стандартных культурально-морфологических 
признаков установлено, что все штаммы формиро-
вали характерные колонии и были отнесены к МКБ, 
вид L. lactis.

Лактококкам свойственно не только сбраживать 
углеводы в питательных субстратах, но и фермен-
тировать обезжиренное молоко. Технологические 
характеристики выделенных штаммов приведены 
в Таблице 2.

По результатам оценки органолептических свойств 
сквашенных кисломолочных сгустков практически-
все образцы характеризовались колкой структурой. 
Сгустк сглаженной формы имели единичные ко-
мочки, низкую плотность и слабую вязкость, а так-

Фенотипическая  
оценка колоний

КŵŲŵŴůů ŴŬŨŵŲƃſŵŪŵ ŷŧŮųŬŷŧ ŵűŷźŪŲŵŰ 
ŻŵŷųƂ, ŨŬŲŵŪŵ ŽũŬŹŧ, ŴŬųŴŵŪŵ ŹƆŴźƀŧƆŸƆ, 
ŨŬŮ żŧŷŧűŹŬŷŴŵŪŵ ŮŧŶŧżŧ

КŵŲŵŴůů ŴŬŨŵŲƃſŵŪŵ ŷŧŮųŬŷŧ ŵűŷźŪŲŵŰ 
ŻŵŷųƂ Ÿ ŷŵũŴƂųů űŷŧƆųů, ŨŬŮ żŧŷŧűŹŬŷ-
ŴŵŪŵ ŮŧŶŧżŧ, ŴŬ ŹƆŴźƀůŬŸƆ

КŵŲŵŴůů ŴŬŨŵŲƃſŵŪŵ ŷŧŮųŬŷŧ ŵűŷźŪŲŵŰ 
ŻŵŷųƂ Ÿ ŷŵũŴƂųů űŷŧƆųů, ŨŬŮ żŧŷŧűŹŬŷ-
ŴŵŪŵ ŮŧŶŧżŧ, ŴŬ ŹƆŴźƀůŬŸƆ

КŵŲŵŴůů ŸŷŬūŴŬŪŵ ŷŧŮųŬŷŧ, ŴŧŶŵųůŴŧ-
ƅƀůŬ ŮŬŷŴŵ, Ŷŵ ŵŹŹŬŴűź ŵŹ ŨŬŲŵŪŵ ūŵ ŸũŬŹ-
Ųŵ�ŭŬŲŹŵŪŵ ŽũŬŹŧ, ŴŬ ŹƆŴźƀůŬŸƆ

ŊŷŧųŶŵŲŵŭůŹŬŲƃŴƂŬ űŲŬŹűů űŵűűŵũůūŴŵŰ ŻŵŷųƂ, 
ŸŷŬūŴůż ů ŨŵŲƃſůż ŷŧŮųŬŷŵũ, ŴŧŶŵųůŴŧƅƀůŬ ŷŵū 
ŸŹŷŬŶŹŵűŵűűŵũ, ŷŧŸŶŵŲŵŭŬŴƂ ũ ŽŬŶŵžűŧż ů ŨŵŲƃſůż 
ŸűŵŶŲŬŴůƆż

ŊŷŧųŶŵŲŵŭůŹŬŲƃŴƂŬ űŲŬŹűů, ŸŻŬŷůžŬŸűŵŰ, ŷŬŭŬ 
ŵũŧŲƃŴŵŰ ů ũƂŹƆŴźŹŵŰ ŻŵŷųƂ, ŷŧŸŶŵŲŵŭŬŴŴƂŬ ũ ųŵ-
Ŵŵűŵűűŧż ů ūůŶŲŵűŵűűŧż, ŷŬŭŬ ũ ŴŬŨŵŲƃſůż ůŮũůŲů-
ŸŹƂż ŽŬŶŵžűŧż Ŷŵ 3ȝ� ŮũŬŴƃŬũ ů ŴŬŨŵŲƃſůż ŸűŵŶŲŬ-
ŴůƆż, ŴŬŶŵūũůŭŴƂ, ŸŶŵŷ ů űŧŶŸźŲ ŴŬ ŵŨŷŧŮźƅŹ

ŊŷŧųŶŵŲŵŭůŹŬŲƃŴƂŬ űŲŬŹűů, ŸŻŬŷůžŬŸűŵŰ, ŷŬŭŬ 
ŵũŧŲƃŴŵŰ ů ũƂŹƆŴźŹŵŰ ŻŵŷųƂ, ŷŧŸŶŵŲŵŭŬŴŴƂŬ ũ ųŵ-
Ŵŵűŵűűŧż ů ūůŶŲŵűŵűűŧż, ŷŬŭŬ ũ ŴŬŨŵŲƃſůż ůŮũůŲů-
ŸŹƂż ŽŬŶŵžűŧż Ŷŵ 3�� ŮũŬŴƃŬũ ů ŴŬŨŵŲƃſůż ŸűŵŶŲŬ-
ŴůƆż, ŴŬŶŵūũůŭŴƂ, ŸŶŵŷ ů űŧŶŸźŲ ŴŬ ŵŨŷŧŮźƅŹ

ŊŷŧųŶŵŲŵŭůŹŬŲƃŴƂŬ űŲŬŹűů ŵũŧŲƃŴŵŰ ŻŵŷųƂ, ŴŬųŴŵ-
Ūŵ ũƂŹƆŴźŹƂŬ ů ũŶźűŲƂŬ, ŴŬŨŵŲƃſůż ŷŧŮųŬŷŵũ, ŨŲůŭŬ 
ű űŷŵſŬžŴƂų, ŷŧŸŶŵŲŵŭŬŴƂ ũ ŨŵŲƃſůż ŸűŵŶŲŬŴůƆż 
ů ŷŬŭŬ ŽŬŶŵžűŧųů

�, �, �, �, �, �0, ��,  
23, 2�, 25

2, 3, �, 5, 20, 2�, 22

��, �2, �5,��

�3, ��, ��, ��

Микроскопия образца Номер образца

Рисунок 2
РŬŮźŲƃŹŧŹƂ ųŵŷŻŵŲŵŪůžŬŸűŵŰ ů ŻŬŴŵŹůŶůžŬŸűŵŰ ŵŽŬŴűů űźŲƃŹźŷ ųůűŷŵŵŷŪŧŴůŮųŵũ
Figure 2
5HVXOWV RI 0RUSKRORJLFDO DQG 3KHQRW\SLF $VVHVVPHQW RI 0LFURELDO &XOWXUHV
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Таблица 2
ТŬżŴŵŲŵŪůžŬŸűůŬ żŧŷŧűŹŬŷůŸŹůűů ũƂūŬŲŬŴŴƂż ſŹŧųųŵũ
Table 2
7HFKQRORJLFDO &KDUDFWHULVWLFV RI 6HOHFWHG 6WUDLQV

№ 
образца

Ферментативная активность культур через 12 ч культивирования при заданной температуре

tскв. = 30 °С tскв. = 37 °С tскв. = 44 °С

Активная 
кислотность, 

ед. рН

Титруемая 
кислотность, °Т

Активная 
кислотность, ед. 

рН

Титруемая 
кислотность, °Т

Активная 
кислотность, ед. 

рН

Титруемая 
кислотность, °Т

1 — — �,�0 �� �,50 ��

2 �,30 �� — — — —

3 �,30 �0 — — — —

4 �,�0 �� �,5� �0 — —

5 �,0� �� �,5� �3 — —

� — — �,�0 �5 — —

� — — �,5� �� — —

� 5,�5 �2 �,�0 �� — —

� — — �,�� �� — —

�0 5,�� �0 5,0� �� — —

11 �,�0 �� — — — —

�2 �,3� �� �,�0 �� — —

�3 — — — — — —

14 — — — — — —

�5 �,�� �� — — — —

�� �,3� �0 �,�0 �� — —

�� — — — — — —

�� — — 5,3� �� — —

�� — — — — — —

20 �,22 �0 �,�0 �� — —

2� �,�� 5� — — — —

22 �,�5 �2 — — — —

23 — — �,�0 �5 — —

2� — — �,�� �� — —

25 — — 5,0� �� — —

Примечания. mȝ} Ȟ ŷŵŸŹ űźŲƃŹźŷ Ÿ żŧŷŧűŹŬŷŴƂų ŸűũŧſůũŧŴůŬų ŸźŨŸŹŷŧŹŧ ŴŬ ŮŧŻůűŸůŷŵũŧŴ�
Notes. mȝ} Ȟ QR JURZWK RI FXOWXUHV ZLWK FKDUDFWHULVWLF IHUPHQWDWLRQ RI WKH VXEVWUDWH ZDV UHFRUGHG�

же выраженный кисломолочный вкус и аромат. Об-
разец № 5 имеет схожие характеристики со всеми 
кисломолочными сгустками, но имеет важную осо-
бенность — выраженный сметанный вкус, что гово-
рит о сливочности образца. Можно предположить, 
что по подвидовому соотношению образец № 5 
относится к Lactococcus lactis subsp. cremoris. Так-
же необходимо отметить титр КОЕ в полученных 
кисломолочных сгустках, максимальные значения 

отмечены у штаммов: № 15 — 5,4 × 108 КОЕ/см3, 
№ 10 — 1,6 × 108 КОЕ/см3.

Далее использовали только те культуры, которые 
показывали активный рост при 30 °С и кислото-
образование в пределах 58–88 °Т, характерные для 
лактококков. В Таблице 3 приведены результаты 
ассимиляции бактериальными культурами различ-
ных углеводов. 
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На основании полученных данных были предполо-
жительно определены виды молочнокислых бак-
терий (см. Таблицу 4). Согласно международной 
спецификации, все бактерии, относящиеся к виду 
Lactococcus lactis, имеют одинаковые морфологи-
ческие характеристики, для точной видовой и под-
видовой идентификации необходимо использо-
вать усовершенствованные методики протеомного 
анализа, например, масс-спектрометрию (Nagy, & 
Schuetz, 2018). Необходимо отметить, что при про-
ведении идентификации пробиотических микроор-
ганизмов методом MALDI TOF MS с высокой вероят-
ностью определяется подвид культуры, а ключевым 
преимуществом метода является его способность 
обеспечивать дифференциацию на основе анализа 
спектральных «отпечатков пальцев», что критиче-
ски важно для точной характеристики микробно-
го сообщества. Классическая идентификация МКБ, 
опирающаяся на оценку морфологии колоний, 

физиолого-биохимические тесты и анализ про-
филей ферментации углеводов, характеризуется 
значительной трудоемкостью, протяженностью 
во времени (до 5–7 сут) и нередко недостаточной 
разрешающей способностью для различения близ-
кородственных таксонов, например, видов и подви-
дов рода Lactococcus spp. Подобные данные позволя-
ют включать в дизайн проводимых экспериментов 
дополнительные узкоспециализированные науч-
но-исследовательские разработки, например, оцен-
ку диацетильных свойств штамма № 15 (аромат- 
и газообразование). Отобранные образцы были 
проанализированы на масс-спектрометре MALDI 
TOF MS, результаты приведены в Таблице 4. 

На Рисунке 3 представлены масс-спектры штамма 
Lactococcus lactis subsp. lactis № 15 и полученные для 
него скоры.

Таблица 3
АŸŸůųůŲƆŽůƆ ŨŧűŹŬŷůŧŲƃŴƂųů űźŲƃŹźŷŧųů ŷŧŮŲůžŴƂż ůŸŹŵžŴůűŵũ źŪŲŬũŵūŵũ
Table 3
$VVLPLODWLRQ RI 9DULRXV &DUERK\GUDWH 6RXUFHV E\ %DFWHULDO &XOWXUHV

№  
образца

Углеводы, используемые при культивировании образцов микроорганизмов с кокковидной формой

Д
ек

ст
ри

н

Ар
аб

ин
оз

а

Ц
ел

лю
би

оз
а

Ф
ру

кт
оз

а

Га
ла

кт
оз

а

Гл
ю

ко
за

Гл
ю

ко
на

т

Ла
кт

оз
а

М
ал

ьт
оз

а

М
ан

ни
т

М
ан

но
за

Ра
ф

ф
ин

оз
а

Са
ха

ро
за

Тр
ег

ал
оз

а

2 — — ± + — + — + + — — + + +

3 — — ± + — + + + + — + + + ±

4 + — — + + + — + + ± + + + +

5 — + — + — + — + — — — + + +

� ± — — + — + — + + — — + + +

�0 — — ± + — + + + + ± — + + +

11 — — — + — + — + — + — + + ±

�2 — — — + + + — + — — — — + —

�5 — — — + + + — + + + + — + +

�� — — ± + — + — + + — + — + +

20 — — — + — + — + + + + — + —

2� — — — + — + + + — — — + + +

22 — — — + + + — + + + ± — + +

Примечания. m�} Ȟ ŷŬŧűŽůƆ źŸŶŬſŴŧ, ũ ŶŷŵŽŬŸŸŬ űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůƆ ŵŨŷŧŮŽŵũ ŶŷŵůŮŵſŲŵ ůŮųŬŴŬŴůŬ ŶůŹŧŹŬŲƃŴŵŪŵ ŸźŨŸŹŷŧŹŧ� 
ms} Ȟ ŷŬŧűŽůƆ žŧŸŹůžŴŵ źŸŶŬſŴŧ, ũ ŶŷŵŽŬŸŸŬ űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůƆ ŵŨŷŧŮŽŵũ ŶŷŵůŮŵſŲŵ ŴŬŮŴŧžůŹŬŲƃŴŵŬ ůŮųŬŴŬŴůŬ ŶůŹŧŹŬŲƃŴŵŪŵ 
ŸźŨŸŹŷŧŹŧ� mȝ} Ȟ ŷŬŧűŽůƆ ŴŬ źŸŶŬſŴŧ, ũ ŶŷŵŽŬŸŸŬ űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůƆ ŵŨŷŧŮŽŵũ ŴŬ ŶŷŵůŮŵſŲŵ ůŮųŬŴŬŴůŬ ŶůŹŧŹŬŲƃŴŵŪŵ ŸźŨŸŹŷŧŹŧ�
Notes. m�} Ȟ WKH UHDFWLRQ LV VXFFHVVIXO, DQG WKH QXWULHQW VXEVWUDWH FKDQJHG GXULQJ WKH FXOWLYDWLRQ RI WKH VDPSOHV� ms} Ȟ WKH UHDFWLRQ 
LV SDUWLDOO\ VXFFHVVIXO, DQG WKH QXWULHQW VXEVWUDWH FKDQJHG VOLJKWO\ GXULQJ WKH FXOWLYDWLRQ RI WKH VDPSOHV� m�} Ȟ WKH UHDFWLRQ LV QRW 
VXFFHVVIXO, DQG WKH QXWULHQW VXEVWUDWH GLG QRW FKDQJH GXULQJ WKH FXOWLYDWLRQ RI WKH VDPSOHV�
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По результатам идентификации, приведенной 
в Таблице 4, можно отметить, что из 13 отобран-
ных культур (предположительно лактококков) 
только 11 штаммов относятся к роду Lactococcus, 7 

из которых — к подвиду Lactococcus lactis subsp. lactis, 
а оставшиеся 4 — к Lactococcus lactis subsp. cremoris. 

На основании данных по технологическим свой-
ствам, количеству КОЕ потенциальных микроорга-

Таблица 4 
ИūŬŴŹůŻůűŧŽůƆ ũůūŧ ųŵŲŵžŴŵűůŸŲƂż ŨŧűŹŬŷůŰ Ŵŧ ŵŸŴŵũŬ ŻŬŴŵŹůŶůžŬŸűůż, ŨůŵżůųůžŬŸűůż ųŬŹŵūŵũ ů ųŬŹŵūŵų ųŧŸŸ�ŸŶŬűŹŷŵ-
ųŬŹŷůů 0$/', 72) 06
Table 4 
,GHQWLˉFDWLRQ RI /DFWLF DFLG %DFWHULD 6SHFLHV %DVHG RQ 3KHQRW\SLF, %LRFKHPLFDO 0HWKRGV DQG 0$/', 72) 06 0DVV 6SHFWURPHWU\

№ образца Предположительный вид молочнокислых бактерий Результат идентификации на масс-спектрометре

2 Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS. lactis

3 Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS. lactis

4 Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS. lactis

5 Lactococcus lactis subsp. cremoris Lactococcus lactis subsp. cremoris

� Lactococcus lactis subsp. lactis Enterococcus faecium

�0 Lactococcus lactis subsp. lactis Enterococcus faecium

11 Lactococcus lactis VXEVS� lactis Lactococcus lactis VXEVS. cremoris

�2 Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS� cremoris

�5 Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS. lactis

�� Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS. lactis

20 Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS. lactis

2� Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS. lactis

22 Lactococcus lactis VXEVS. lactis Lactococcus lactis VXEVS� cremoris

Примечания. &ůŴůų ŽũŬŹŵų ũƂūŬŲŬŴƂ űźŲƃŹźŷƂ, ź űŵŹŵŷƂż ŴŬ ŸŵũŶŧŲ Ŷŵūũůū Ŷŵ ūŧŴŴƂų űźŲƃŹźŷŧŲƃŴŵ�ŨůŵżůųůžŬŸűŵŰ ŵŽŬŴűů 
ů ųŧŸŸ�ŸŶŬűŹŷŵųŬŹŷůů 0$/', 72) 06, űŷŧŸŴƂų ŽũŬŹŵų ŵŹųŬžŬŴƂ űźŲƃŹźŷƂ, ź űŵŹŵŷƂż ŴŬ ŸŵũŶŧŲ ŷŵū ųůűŷŵŵŷŪŧŴůŮųŧ�
Notes. 7KH EOXH FRORU LQGLFDWHV FXOWXUHV ZKRVH VXEVSHFLHV GLG QRW PDWFK DFFRUGLQJ WR WKH GDWD RI WKH FXOWXUDO�ELRFKHPLFDO 
DVVHVVPHQW DQG 0$/', 72) 06 PDVV VSHFWURPHWU\, WKH UHG FRORU LQGLFDWHV FXOWXUHV ZKRVH JHQXV RI WKH PLFURRUJDQLVP GLG QRW 
PDWFK�

Рисунок 3 
œŧŸŸ�ŸŶŬűŹŷƂ ſŹŧųųŧ /DFWRFRFFXV ODFWLV VXEVS� ODFWLV ɍ �5 ů ŶŵŲźžŬŴŴƂŬ ūŲƆ ŴŬŪŵ ŸűŵŷƂ
Figure 3 
0DVV 6SHFWUD RI WKH /DFWRFRFFXV ODFWLV VXEVS� ODFWLV VWUDLQ 1R� �5 DQG WKH 6FRUHV 2EWDLQHG IRU LW

�А� œŧŸŸ�ŸŶŬűŹŷƂ ſŹŧųųŧ �Б� ПŵŲźžŬŴŴƂŬ ŸűŵŷƂ ūŲƆ ſŹŧųųŧ
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низмов, их способности ассимилировать различные 
источники углерода для дальнейших исследований 
пробиотических и биохимических свойств отобран 
штамм Lactococcus lactis subsp. lactis № 15.

Оценка биохимических свойств 
и морфологии перспективного штамма 
Lactococcus lactis subsp. lactis № 15

Lactococcus lactis subsp. lactis № 15 достоверно 
идентифицирован методом масс-спектрометрии, 
что подтверждает его видовую принадлежность (Ри-
сунок 3). Морфологически бактериальная культура 
представлена в виде грамположительных кокков, 
формирующих короткие цепочки или пары (Рису-
нок 4), клеточная структура неспорообразующая. 
Морфологический и масс-спектрометрический ана-
лизы демонстрируют точное соответствие штамма 
типичным характеристикам культур L. lactis.

Проведен анализ биохимических свойств выделен-
ного штамма с использованием тест-систем API 
ZYM от французского производителя Biomereiux. 
Результаты представлены в Таблице 5.

Биохимические тесты выявили активность β-га-
лактозидазы, трипсина, химотрипсина, ацидфос-
фатазы и валин-амино-пептидазы, а также отсут-
ствие эстеразной (С4) и липазной активности. 

Пробиотический потенциал штамма 
Lactococcus lactis subsp. lactis № 15
Антибиотикорезистентность

Антибиотикорезистентность и безопасность про-
биотических штаммов являются ключевыми па-
раметрами при их оценке для использования 
в пищевой и фармацевтической промышленности. 
Отсутствие устойчивости к большинству клиниче-
ски значимых антибиотиков свидетельствует о ми-
нимальном риске распространения резистентных 
генов и подтверждает безопасность штамма для 
человека. Используемый метод диффузии в агар 
позволяет эффективно оценить фенотипическую 
антибиотикочувствительность и является обще-

ŊŷŧųŶŵŲŵŭůŹŬŲƃŴƂŬ Ũŧű-
ŹŬŷůů ŶŷŬūŸŹŧũŲƆƅŹ ŸŵŨŵŰ 
űŵűűů, űŵŹŵŷƂŬ ŪŷźŶŶůŷź-
ƅŹŸƆ Ŷŧŷŧųů ůŲů ŽŬŶŵžűŧ-
ųů� НŬŸŶŵŷŵŵŨŷŧŮźƅƀůŬ

�А� РŬŮźŲƃŹŧŹ ūůŻŻŬŷŬŴŽůŧŲƃŴŵŪŵ 
ŵűŷŧſůũŧŴůƆ Lactococcus lactis 

VXEVS� lactis ɍ �5

�Б� œŵŷŻŵŲŵŪůžŬŸűůŬ 
żŧŷŧűŹŬŷůŸŹůűů űŲŬŹŵű

Рисунок 4 
œŵŷŻŵŲŵŪůžŬŸűŧƆ żŧŷŧűŹŬŷůŸŹůűŧ Lactococcus lactis  
VXEVS� lactis ɍ �5
Figure 4 
0RUSKRORJLFDO &KDUDFWHULVWLFV RI Lactococcus lactis VXEVS� lactis 
1R� �5

Таблица 5
śŬŷųŬŴŹŧŹůũŴŧƆ ŧűŹůũŴŵŸŹƃ ſŹŧųųŧ /DFWRFRFFXV ODFWLV VXEVS� 
ODFWLV ɍ �5
Table 5
(Q]\PDWLF $FWLYLW\ RI WKH 6WUDLQ /DFWRFRFFXV ODFWLV VXEVS� ODFWLV 
1R� �5

№ 
п/п Наименование фермента Lactococcus lactis 

subsp. lactis № 15

1 $ONDOLQH SKRVSKDWDVH —

2 (VWHUDVH �&�� —

3 (VWHUDVH �&�� +

4 /LSDVH �&��� —

5 /HXFLQH DPLQRSHSWLGDVH —

� 9DOLQH DPLQRSHSWLGDVH +

� &\VWHLQH DPLQRSHSWLGDVH —

� 7U\SVLQ +

� &K\PRWU\SVLQ +

�0 $FLG SKRVSKDWDVH +

11 1DSKWKRO�$6�%,�SKRVSKRK\GURODVH —

�2 α�JDODFWRVLGDVH —

�3 β�JDODFWRVLGDVH +

14 β�OXFXURQLGDVH 9

�5 α�JOXFRVLGDVH —

�� β�JOXFRVLGDVH —

�� 1�DFHW\O�β�JOXFRVDPLQLGDVH 9

�� α�PDQQRVLGDVH —

�� α�IXFRVLGDVH —

Примечание. m�} Ȟ ŵŨŴŧŷźŭŬŴŵ� mȝ} Ȟ ŴŬ ŵŨŴŧŷźŭŬŴŵ� m9} Ȟ 
ŴŬŹŵžŴƂŰ ŷŬŮźŲƃŹŧŹ�
Note.  m�} Ȟ GHWHFWHG� mȝ} Ȟ QRW GHWHFWHG� m9} Ȟ LQDFFXUDWH 
UHVXOW�
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принятым стандартом для микробиологических ис-
следований безопасности пробиотических культур 
(EFSA, 2022), результаты представлены в Таблице 6. 
При этом частичная устойчивость к ванкомицину 
определялась по уменьшенной, но не полностью 
отсутствующей зоне ингибирования. 

Таблица 6
АŴŹůŨůŵŹůűŵžźũŸŹũůŹŬŲƃŴŵŸŹƃ ſŹŧųųŧ Lactococcus lactis 
VXEVS� lactis ɍ �5
Table 6
$QWLELRWLF 6HQVLWLYLW\ RI WKH Lactococcus lactis VXEVS� lactis 
VWUDLQ 1R� �5

Антибиотик Чувствительность штамма

ТŬŹŷŧŽůűŲůŴ ��0 ųűŪ� ПŷůŸźŹŸŹũźŬŹ

ПŬŴůŽůŲŲůŴ ��0 ųűŪ� ПŷůŸźŹŸŹũźŬŹ

КŲůŴūŧųůŽůŴ ��0 ųűŪ� ПŷůŸźŹŸŹũźŬŹ

АųŶůŽůŲŲůŴ �25 ųűŪ� ПŷůŸźŹŸŹũźŬŹ

ŉŧŴűŵųůŽůŴ �5 ųűŪ� ОŹŸźŹŸŹũźŬŹ ŶŵŲŴŵŸŹƃƅ

В случае исследуемого штамма Lactococcus lactis 
subsp. lactis № 15 наблюдается полная чувствитель-
ность к тетрациклину, пенициллину, ампициллину 
и клиндамицину, что исключает опасность выбора 
резистентных популяций в кишечнике. Отсутству-
ет чувствительность к ванкомицину.

Устойчивость штамма к стрессовым условиям 
желудочно-кишечного тракта

Физиологическая устойчивость штамма в различ-
ных стрессовых условиях является важным инди-
катором его способности к выживанию и функ-
циональной активности в желудочно-кишечном 
тракте человека. Исследования выживаемости по-
казывают значительный диапазон адаптивных воз-
можностей штамма: при стандартных условиях — 
5,4 × 108 КОЕ/г; при кислотном рН — 1,2 × 107 КОЕ/г; 
при щелочном рН — 4,3 × 105 КОЕ/г; при действии 
желчи — 7 × 107 КОЕ/г. 

Антагонистическая активность

Антагонистическая активность пробиотических 
штаммов является важным показателем их спо-
собности подавлять рост патогенных микроорга-
низмов в кишечной микробиоте, что способству-
ет поддержанию микробиологического баланса 
и уменьшению риска инфекций. Данные проведен-
ных исследований представлены в Таблице 7.

Таблица 7
АŴŹŧŪŵŴůŸŹůžŬŸűŧƆ ŧűŹůũŴŵŸŹƃ ſŹŧųųŧ Lactococcus lactis 
VXEVS� lactis ɍ �5
Table 7
$QWDJRQLVWLF $FWLYLW\ RI WKH Lactococcus lactis VXEVS� lactis VWUDLQ 
1R� �5

Референсный штамм Зона задержки 
роста в мм

Staphylococcus aureus ŉКПœ ɍ ���� ��

Escherichia coli ŉКПœ ɍ ���5 ОŹŸźŹŸŹũźŬŹ

Staphylococcus epidermidis ŉКПœ ɍ �2�35 ОŹŸźŹŸŹũźŬŹ

Klebsiella aerogenes ŉКПœ ɍ �32�� 14

Candida albicans ŉКПœ ɍ 3�0� ОŹŸźŹŸŹũźŬŹ

В исследуемом штамме Lactococcus lactis subsp. lactis 
№ 15 выявлена высокая активность по отношению 
к Staphylococcus aureus ВКПМ № 6646 и умеренная 
активность по отношению Klebsiella aerogenes ВКПМ 
№ 13214

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные данные подтверждают, что заявлен-
ный в работе исследовательский пробел  (недоста-
ток комплексных характеристик отдельных пробио-
тических штаммов Lactococcus lactis с точки зрения 
таксономической идентификации, ферментативно-
го профиля, безопасности и антагонистической ак-
тивности) действительно может быть существенно 
сокращен за счет сочетания MALDI-TOF MS и клас-
сических биохимических методов (Noun et al., 2022; 
Nagy & Schuetz, 2018). В текущем исследовании 
именно использование масс-спектрометрии по-
зволило не ограничиваться фенотипическим отне-
сением культур к «лактококкам», а четко разграни-
чить внутри группы реально пригодные штаммы 
L. lactis и исключить нежелательные таксоны.

Сопоставление данных культурально-морфо-
логической оценки и MALDI-TOF MS показало, 
что из 13 отобранных культур, предварительно 
идентифицированных как лактококки, только 
11 действительно относятся к роду Lactococcus, а 7 — 
к подвиду L. lactis subsp. lactis, тогда как часть изо-
лятов была реклассифицирована как L. lactis subsp. 
cremoris или Enterococcus faecium. Таким образом, 
уже на первом этапе возможно исключить 15,4 % 
штаммов, не соответствующих целевому роду, 
и 30,7 % штаммов с иной подвидовой принадлеж-
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ностью. Эти данные полностью коррелируют с ре-
зультатами типирования аутохтонной микробиоты 
молока: при стандартизованных условиях культи-
вирования MALDI-TOF MS демонстрирует высокую 
воспроизводимость спектров рибосомальных бел-
ков и надежно различает близкородственные виды 
и подвиды молочнокислых бактерий (Кущ и соавт., 
2021; Nagy & Schuetz, 2018). Полученные результа-
ты показали, что метод идентификации микроор-
ганизмов путем масс-спектрометрии MALDI TOF 
MS позволяет более точно определить видовую 
принадлежность штамма, что дает возможность 
в дальнейшем корректно составить не только тех-
нологическую схему культивирования, но и рецеп-
туру композиции многокомпонентных заквасок 
с целью усиления исследуемых свойств. На этом 
фоне выбор штамма L. lactis subsp. lactis № 15 для 
углубленной характеристики выглядит методиче-
ски оправданным, поскольку он объединяет типич-
ный морфотип и благоприятные технологические 
показатели (Lauková et al., 2024).

Морфологические характеристики штамма № 15 
(грамположительные неспорообразующие кокки, 
формирующие пары и короткие цепочки) полно-
стью соответствуют описанию рода Lactococcus 
в современных систематиках (Hammes & Hertel, 
2014) и коррелируют с высокой устойчивостью 
к механическим воздействиям и стабильностью 
при ферментации молока. Дополнительно прове-
денный ферментативный анализ по системе API 
ZYM, являющийся ключевым биохимическим мар-
кером, определяющим метаболическую активность 
микроорганизмов, их адаптационные способно-
сти и потенциал к применению в биотехнологи-
ях, выявил профиль, который хорошо согласуется 
с представлениями о функционально значимых 
заквасочных культурах. Обнаруженная активность 
β-галактозидазы, валин-аминопептидазы, трипси-
ноподобных и химотрипсиноподобных ферментов, 
а также ацидфосфатазы указывает на способность 
штамма эффективно гидролизовать лактозу, уча-
ствовать в протеолизе белковых матриц до сво-
бодных аминокислот и формировать вкусоарома-
тический профиль продукта (Гусева и соавт., 2021; 
Петров и соавт., 2013; Wu et al., 2023). Отсутствие 

2  European Commission. (2022). Guidance on the assessment of bacterial resistance to antibiotics of human or veterinary importance. Official 
Journal of the European Union; Clinical and Laboratory Standards Institute. (2022). Performance standards for antimicrobial susceptibility 
testing (32nd ed.). CLSI supplement M100. Clinical and Laboratory Standards Institute.

3  Courvalin, P. (2006). Vancomycin resistance in gram-positive cocci. Clinical Infectious Diseases, 42 (Supplement_1), S25–S34. https://doi.
org/10.1086/491711.

эстеразной (C4) и липазной активностей можно 
рассматривать как технологическое преимуще-
ство: минимизация интенсивного липолиза сни-
жает риск формирования прогорклых и иных по-
сторонних привкусов и тем самым способствует 
стабильности органолептических свойств кисло-
молочных продуктов (Китаевская, 2015). В сово-
купности эти характеристики хорошо согласуются 
с укороченным временем сквашивания (около 8 ч) 
и повышенной ароматообразующей способностью, 
выявленной на этапе скрининга.

Профиль антибиотикочувствительности штамма 
№ 15 также укладывается в современную концеп-
цию безопасных пробиотических культур. Полная 
чувствительность к тетрациклину, пенициллину, 
ампициллину и клиндамицину отвечает рекомен-
дациям EFSA и Европейской комиссии по исклю-
чению штаммов, несущих приобретенную устой-
чивость к клинически значимым антибиотикам2. 
Зафиксированная фенотипически сниженная чув-
ствительность к ванкомицину, интерпретируемая 
по отсутствию зоны ингибирования при стандарт-
ной нагрузке диска, при этом не противоречит 
критериям безопасности, поскольку для Lactococcus 
spp. описан природный механизм модификации 
пептидогликана (замена D-Ala-D-Ala на D-Ala-D-
Lac), резко уменьшающий сродство ванкомицина 
к мишени без вовлечения плазмидно-опосредо-
ванных генов резистентности3 (Reynolds, 1989; 
Walsh et al., 1996). Как подчеркивают Mathur & 
Singh (2005), подобная видоспецифическая толе-
рантность не связана с повышенным риском гори-
зонтального переноса устойчивости, что позволяет 
рассматривать штамм L. lactis subsp. lactis № 15 как 
безопасный с точки зрения регуляторных требова-
ний к производственным пробиотикам2.

Отдельного обсуждения заслуживают данные о вы-
живаемости штамма в условиях, моделирующих 
стрессовые факторы желудочно-кишечного трак-
та. Использование протокола Dunne и соавт. (2001), 
широко применяемого при in vitro-отборе пробио-
тиков, обеспечивает сопоставимость наших ре-
зультатов с зарубежными исследованиями.
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Показано, что при исходной концентрации 
5,4 × 108 КОЕ/г штамм сохраняет 1,2 × 107  КОЕ/г 
при воздействии кислой среды и 7 × 107 КОЕ/г в при-
сутствии желчных солей; даже при щелочном pH 
выживаемость остается на уровне 4,3 × 105 КОЕ/г. 
Эти значения находятся в диапазоне, описанном 
для пробиотических штаммов L. lactis, входящих 
в состав заквасок (Kimoto-Nira et al., 2010; Бибар-
сова и др., 2022; Barbosa et al., 2022; De Chiara et al., 
2024), и подтверждают адаптационные механизмы, 
которые обеспечивают эффективную колонизацию 
и пробиотическое действие. Положительная кор-
реляция между кислотоустойчивостью и толерант-
ностью к желчи (r ≈ 0,82) дополнительно указывает 
на согласованность мембранных адаптационных 
механизмов и хорошо вписывается в общую мо-
дель, согласно которой повышенная β-галактози-
дазная активность служит косвенным маркером 
усиленного углеводного метаболизма и энерге-
тической компенсации при стрессе (Saarela et al., 
2000; Minj et al., 2020). Таким образом, штамм № 15 
отвечает ключевому критерию пробиотика — спо-
собности к транзиту через ЖКТ с сохранением жиз-
неспособности и метаболической активности.

Антагонистическая активность L. lactis subsp. lactis 
№ 15 в отношении индикаторных культур также 
соответствует ожиданиям, сформированным на ос-
нове данных о бактериоцинах лактококков. Высо-
кий уровень подавления Staphylococcus aureus ВКПМ 
№ 6646 и умеренный уровень подавления Klebsiella 
aerogenes ВКПМ № 13214 указывает на продукцию 
бактериоциноподобных пептидов, сопоставимых 
по механизму действия с низином и лактоцином, 
для которых показана выраженная активность в от-
ношении грамположительных патогенов (De Vuyst 
& Leroy, 2007; Cotter et al., 2005; Kaur Sidhu, & Nehra, 
2021). Отсутствие ингибирующего эффекта в от-
ношении Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis 
и Candida albicans логично объясняется наличием 
внешней мембраны и/или специфических осо-
бенностей клеточной стенки, ограничивающих 
диффузию пептидных антибиотиков (Tenea et al., 
2018; Tang & Leisner, 2024). На прикладном уров-
не полученные результаты означают, что штамм 
может способствовать снижению нагрузки отдель-
ных грамположительных условно-патогенных ми-
кроорганизмов в пищевых матрицах и, вероятно, 
в составе кишечной микробиоты, что соответствует 
тенденции использования пробиотиков как одного 
из инструментов повышения микробиологической 

безопасности продуктов (Bintsis, 2018; Fenster et al., 
2019; Shah et al., 2024).

В совокупности наши результаты показывают, 
что L. lactis subsp. lactis № 15 сочетает признаки тех-
нологически и функционально значимого пробио-
тического штамма: он надежно идентифицируется 
методом MALDI-TOF MS, обладает ферментатив-
ным профилем, благоприятным для молочнокис-
лого брожения и формирования органолептиче-
ских показателей, демонстрирует приемлемый 
с регуляторной точки зрения профиль антибио-
тикочувствительности, выдерживает модельные 
стресс-воздействия, имитирующие условия ЖКТ, 
и проявляет направленную антагонистическую 
активность. Вместе с тем представленные данные 
носят преимущественно фенотипический характер 
и получены в условиях in vitro. Для окончательной 
верификации пробиотического статуса и промыш-
ленной пригодности штамма необходимы испыта-
ния в реальных технологических режимах в составе 
бактериальных заквасок. Расширение эксперимен-
тальной базы в этих направлениях позволит более 
обоснованно интегрировать штамм L. lactis subsp. 
lactis № 15 в промышленную практику и усилит ар-
гументацию, заявленную во введении относитель-
но его вклада в развитие отечественных пробиоти-
ческих продуктов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе исследования реализована поставленная 
цель — селекция и комплексная характеристика 
штамма Lactococcus lactis subsp. lactis № 15, выде-
ленного из молочного сырья. Сочетание класси-
ческих фенотипических методов с MALDI-TOF MS 
позволило уточнить таксономическую принадлеж-
ность штамма и охарактеризовать его физиоло-
го-биохимический профиль в аспекте технологиче-
ской пригодности и пробиотического потенциала. 
Показано, что штамм обеспечивает интенсивное 
сквашивание и формирование удовлетворитель-
ных органолептических показателей, обладает бла-
гоприятным ферментативным профилем, устойчив 
к действию кислотной среды и желчных солей, про-
являет антагонистическую активность в отноше-
нии ряда условно-патогенных микроорганизмов 
и характеризуется приемлемым уровнем антибио-
тикочувствительности с учетом видовых особенно-
стей L. lactis.
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Совокупность полученных данных позволяет рас-
сматривать штамм L. lactis subsp. lactis № 15 как пер-
спективный компонент заквасочных и пробиотиче-
ских композиций для производства кисломолочных 
продуктов с заданными функциональными свой-
ствами. В то же время представленные результаты 
носят преимущественно фенотипический характер 
и получены в модельных условиях, что определяет 
необходимость дальнейших исследований. На сле-
дующем этапе целесообразно провести геномный 
анализ штамма с оценкой присутствия генов, свя-
занных с безопасностью и синтезом бактериоцинов, 
а также изучить его поведение в составе поликомпо-
нентных заквасок и комплексных пробиотических 
систем в условиях реальных технологических про-
цессов. Расширение экспериментальной базы в этом 
направлении позволит более обоснованно интегри-
ровать полученный штамм в промышленные тех-
нологии и внесет вклад в формирование конкурен-
тоспособной линейки отечественных заквасочных 
и пробиотических препаратов.
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