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Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû çàâèñèìîñòè ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê øòàììîâ 729 è ÒÂ2 Lac-

tococcus lactis subsp. lactis, âûäåëåííûõ èç ìîëîêà è ñàìîêâàñíîãî òâîðîãà, îò ñîäåðæàíèÿ â
àãàðèçîâàííîé ñðåäå ïåïòîíà èç êàçåèíà (ÏÊ) â êà÷åñòâå îñíîâíîãî èñòî÷íèêà àçîòà. Ñðàâíè-
âàëè êîëè÷åñòâî êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö (ÊÎÅ), òåìï äåëåíèÿ êëåòîê (ÒÄÊ) è ñðåäíåå
ïî÷àñîâîå âðåìÿ óäâîåíèÿ (Ñ×ÂÓ) íà äâóõ âðåìåííûõ îòðåçêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ: îò 1 äî 2,5 è
îò 2,5 äî 3,5 ÷. Æèäêèå ïèòàòåëüíûå ñðåäû ïîääåðæèâàëè ëîãàðèôìè÷åñêèé ðîñò øòàììà 729
âî âñåõ âàðèàíòàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 3,5 ÷ ïðè ìàêñèìàëüíîì ñíèæåíèè ðÍ äî 6,5. Ìàêñè-
ìàëüíûé óðîâåíü íàêîïëåíèÿ áèîìàññû (2,5 ½ 108 êë/ìë) íàáëþäàëè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â
ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ ìÿñíîé ýêñòðàêò, à íàèìåíüøåå Ñ×ÂÓ (37,5 ìèí) — ïðè ïåðåíîñå áèî-
ìàññû ñ ìèíèìàëüíîé ñðåäû ÌÀ4 â îáîãàùåííóþ æèäêóþ ñðåäó Ì7. Øòàìì 729 â îòëè÷èå
îò øòàììà ÒÂ2 íå ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü êîëîíèè ïðè ñîäåðæàíèè ÏÊ â àãàðèçîâàííîé ñðå-
äå íèæå 0,4%. Ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ÏÊ îò 1,0% äî 0,4% îáóñëîâëèâàåò óâåëè÷åíèå ðàçìåðà
êîëîíèé øòàììà ÒÂ2 îò 2,85 ìì2 äî 5 ìì2. Ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå äðîææåâîãî ýêñòðàêòà â
æèäêèõ ñðåäàõ ïðè äàííûõ êîíöåíòðàöèîííûõ ñîîòíîøåíèÿõ ïîçâîëÿåò óâåëè÷èòü ýôôåêòèâ-
íîñòü äåëåíèÿ êëåòîê ïðè ñíèæåííîì óðîâíå íàêîïëåíèÿ ìîëî÷íîé êèñëîòû äî äîñòèæåíèÿ
ðÍ 5,5, áëîêèðóþùåãî òðàíñïîðò îëèãîïåïòèäîâ â êëåòêó. Ìÿñíîé ýêñòðàêò ñïîñîáñòâóåò àäàï-
òàöèè áàêòåðèé ê óñëîâèÿì ïîâûøåííîé êèñëîòíîñòè è îêàçûâàåò ïîëîæèòåëüíîå äåéñòâèå
íà äåëåíèå êëåòîê øòàììà 729 íà ïîçäíåé ñòàäèè ðàçâèòèÿ áàêòåðèàëüíûõ ïîïóëÿöèé. Íåáîëü-
øîé ðàçìåð êîëîíèé ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïðèçíàêîì øòàììà êàê àêòèâíîãî êèñëîòîîáðàçîâàòåëÿ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Lactococcus lactis subsp. lactis, ïèòàòåëüíûå ñðåäû, ðîñòîâûå õàðàêòå-
ðèñòèêè.

Îñíîâíûì ñâîéñòâîì ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé
ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü â êà÷åñòâå ãëàâ-
íîãî ïðîäóêòà áðîæåíèÿ ìîëî÷íóþ êèñëîòó. Ïî õà-
ðàêòåðó ïðîäóêòîâ ñáðàæèâàíèÿ óãëåâîäîâ ìîëî÷íî-
êèñëûå áàêòåðèè ïîäðàçäåëÿþòñÿ íà ãîìîôåðìåíòà-
òèâíûå è ãåòåðîôåðìåíòàòèâíûå. Ïðè ãîìîôåðìåíòà-
òèâíîì ìîëî÷íîêèñëîì áðîæåíèè äî 98% óãëåâîäîâ
ïðåâðàùàåòñÿ â ìîëî÷íóþ êèñëîòó. Äèíàìèêà ðàçâè-
òèÿ ïîïóëÿöèé L. lactis subsp. lactis è èõ ãåíåòè÷å-
ñêàÿ ñòàáèëüíîñòü ñèëüíî çàâèñÿò îò ýôôåêòèâíîñòè
íàêîïëåíèÿ ìîëî÷íîé êèñëîòû â ïèòàòåëüíîé ñðå-
äå [1—4]. Ó ëàêòîêîêêîâ íàáëþäàëè ðàçëè÷èå ôåíî-
òèïà èçîëÿòîâ ìåäëåííî (slow) è áûñòðî (fast) êîàãó-
ëèðóþùèõ ìîëîêî [5]. Ðàçíèöó ôåíîòèïîâ îáúÿñíÿëè
âîçíèêíîâåíèåì ìóòàöèé, íàðóøàþùèõ ëèáî ïðîöåññ
óñâîåíèÿ ïåïòèäîâ �-êàçåèíà, ëèáî ïðîöåññ ôåð-
ìåíòàöèè ëàêòîçû. “Áûñòðûå” èçîëÿòû îòëè÷àëèñü
ïî àêòèâíîñòè êèñëîòîîáðàçîâàíèÿ, “ìåäëåííûå” èçî-

ëÿòû â áîëüøåé ñòåïåíè íóæäàëèñü â ñòèìóëèðóþ-
ùåì äåéñòâèè äðîææåâîãî ýêñòðàêòà. Ïðîâåäåííîå
íàìè ðàíåå ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ïî ôåíîòè-
ïó êîëîíèé è çàâèñèìîñòè åãî îò íàëè÷èÿ â ñðåäå
äðîææåâîãî ýêñòðàêòà äâóõ øòàììîâ L. lactis subsp.
lactis ÒÂ2 è 837 [6], ÿâëÿþùèõñÿ àêòèâíûìè êèñ-
ëîòîîáðàçîâàòåëÿìè, ïîçâîëèëî êîëè÷åñòâåííî îöå-
íèòü ðàçìåð êîëîíèé íà àãàðèçîâàííûõ ñðåäàõ, ñî-
äåðæàùèõ âûñîêóþ êîíöåíòðàöèþ ïåïòîíà èç êàçåè-
íà (1%). Ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êîëîíèé øòàììà 837
áûëà íà 34% ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîëîíèÿìè
øòàììà ÒÂ2 â ïðèñóòñòâèè äðîææåâîãî ýêñòðàêòà è
íà 74% ìåíüøå áåç íåãî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î áî-
ëüøåé çàâèñèìîñòè áàêòåðèé øòàììà 837 îò ñòèìó-
ëèðóþùåãî äåéñòâèÿ äðîææåâîãî ýêñòðàêòà íà ôîíå
èçáûòêà ïåïòîíà èç êàçåèíà.

Ýêîëîãè÷åñêîé íèøåé áàêòåðèé âèäà L. lactis
subsp. lactis ÿâëÿþòñÿ ðàñòåíèÿ, à ñâîéñòâî êîëîíè-
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çèðîâàòü ìîëîêî, âîçìîæíî, ïðèîáðåòåíî ëàêòîêîêêà-
ìè â ðåçóëüòàòå ìàêðîýâîëþöèîííîãî îòáîðà. Øòàì-
ìîâàÿ ñïåöèôè÷íîñòü ëàêòîêîêêîâ, èñïîëüçóåìûõ ïðè
ïåðåðàáîòêå ìîëîêà, â áîëüøåé ñòåïåíè îïðåäåëÿ-
åòñÿ òåõíîëîãè÷åñêèì ïðîöåññîì êóëüòèâèðîâàíèÿ,
à íå ãåîãðàôè÷åñêèì ïîëîæåíèåì ôåðì [7]. Ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÷òî ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ, ñîäåðæàùàÿ ãåíû,
íåîáõîäèìûå äëÿ óòèëèçàöèè êàçåèíà ìîëîêà è ëàê-
òîçû, ïîëó÷åíà ëàêòîêîêêàìè îò äðóãèõ áàêòåðèé,
ïîñêîëüêó åå Ã+Ö ñîñòàâ (30—40%) íåñêîëüêî îò-
ëè÷àåòñÿ îò Ã+Ö ñîñòàâà õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ëàêòî-
êîêêîâ (36—38%) [8]. Íàïðàâëåííîå âûäåëåíèå ëàê-
òîêîêêîâ ñ ïîâåðõíîñòè ðàñòåíèé è èõ ïîñëåäóþùàÿ
èäåíòèôèêàöèÿ ïîêàçàëè, ÷òî “äèêèé” òèï ëàêòî-
êîêêîâ ïðåäñòàâëåí ôåíîòèïîì L. lactis subsp. lactis,
òîãäà êàê ôåíîòèïû ïîäâèäîâ L. lactis subsp. cremoris
è L. lactis subsp. lactis bv. diacetilactis õàðàêòåðíû äëÿ
øòàììîâ, ïîëó÷åííûõ èç ìîëî÷íûõ ïðîäóêòîâ [9].

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — îïðåäåëåíèå ïèòàòåëü-
íûõ ïîòðåáíîñòåé è âðåìåííûõ äèàïàçîíîâ â ðàçâè-
òèè ïîïóëÿöèé ëàêòîêîêêîâ, â êîòîðûõ íå ïðîèñ-
õîäèò íåæåëàòåëüíîå íàêîïëåíèå ìîëî÷íîé êèñëîòû
â ïðîäóêòàõ.

Îáúåêòû è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äâà ïðèðîäíûõ øòàììà
Lactococcus lactis subsp. lactis. Øòàìì 729 — àêòèâ-
íûé êèñëîòîîáðàçîâàòåëü, âûäåëåí èç êîðîâüåãî ìîëî-
êà [10], ãåíîòèïèðîâàí ïî ãåíó 16S ðÐÍÊ (GenBank
EF-100778) [11]. Øòàìì ÒÂ2 ïîëó÷åí èç ñàìîêâàñ-
íîãî òâîðîãà è ïðåäëîæåí äëÿ ðàçðàáîòêè çàêâàñêè
ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ òâîðîãà [6], åãî ãåíîì îõàðàêòå-
ðèçîâàí ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà [2].
Ñîñòàâ ïèòàòåëüíûõ ñðåä, â êîòîðûõ ïåïòîí èç êàçåè-
íà ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì àçîòà, ïðåäñòàâ-
ëåí â òàáëèöå. Ïèòàòåëüíûå êîìïîíåíòû — ïåïòîí
èç êàçåèíà (ÏÊ), äðîææåâîé è ìÿñíîé ýêñòðàêòû —
ÿâëÿþòñÿ ïðîäóêöèåé êîìïàíèè “HiMedia” (Èíäèÿ).
Ïðèãîòîâëåíèå ñðåä ïðîâîäèëè â äâà ýòàïà. Ñíà÷à-

ëà ãîòîâèëè ãîëîäíûé ñîëåâîé àãàð è êîíöåíòðèðî-
âàííûå ðàñòâîðû ïèòàòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ. Çàòåì
êîìïîçèöèîííûå ñîñòàâû ïèòàòåëüíûõ êîíöåíòðàòîâ
ðàçâîäèëè ðàñïëàâëåííûì ãîëîäíûì àãàðîì, ñîäåð-
æàùèì ôîñôàòíûé áóôåð, â ÷àøêàõ Ïåòðè. Âûðàùè-
âàíèå áèîìàññû íà àãàðèçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå
è “îòìûâêó” áàêòåðèé â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå
ïåðåä ïåðåíîñîì èõ â æèäêèå ñðåäû ïðîâîäèëè òàê
æå, êàê îïèñàíî ðàíåå â ðàáîòàõ [2, 13, 14]. Ðàññåâ
ðàçâåäåííûõ áàêòåðèàëüíûõ ñóñïåíçèé ïðîèçâîäèëè
øïàòåëåì íà 1/4 ïîâåðõíîñòè àãàðèçîâàííîé ñðåäû
â ÷àøêå Ïåòðè (äèàìåòð 10 ñì). Áàêòåðèàëüíûå ñóñ-
ïåíçèè äëÿ ïîäñ÷åòà ÊÎÅ âûñåâàëè íà ñðåäó ÌÀ5.
Â æèäêèõ ñðåäàõ áàêòåðèè êóëüòèâèðîâàëè â 5 ìë
áåç àýðàöèè ïðè òåìïåðàòóðå 30°Ñ. Èçìåðåíèå çíà-
÷åíèé ðÍ ñðåäû ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ðÍ-ìåòðà
(pH-meter Mettler Toledo MP220). Ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå äàííûå ïîëó÷åíû íà îñíîâàíèè ÷åòûðåõ íåçà-
âèñèìûõ èçìåðåíèé è ñòàòèñòè÷åñêè îáðàáîòàíû.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñõîäèëè èç íàáëþäå-
íèÿ, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü äåëåíèÿ L. lactis subsp. lactis
íà ïîâåðõíîñòè àãàðèçîâàííûõ ñðåä, îáóñëîâëèâàþùàÿ
ñêîðîñòü íàêîïëåíèÿ áèîìàññû â êîëîíèÿõ, ÿâëÿ-
åòñÿ øòàììîñïåöèôè÷íûì ñâîéñòâîì. Äëèòåëüíîñòü
è ñêîðîñòü äåëåíèÿ ëàêòîêîêêîâ â æèäêèõ ñðåäàõ
âî ìíîãîì îáóñëîâëåíû ýíåðãåòè÷åñêèì çàïàñîì, ïî-
ëó÷åííûì è ñîõðàíåííûì êëåòêàìè íà àãàðèçîâàí-
íîé ïîâåðõíîñòè. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïîäáîð ïèòàòåëüíûõ
êîìïîíåíòîâ ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè êàê ñ ìîðôî-
ëîãè÷åñêèìè è êóëüòóðàëüíûìè îñîáåííîñòÿìè øòàì-
ìîâ, òàê è ñ ó÷åòîì ïåðåõîäà áàêòåðèàëüíûõ ïîïó-
ëÿöèé ñ àãàðèçîâàííîé ñðåäû â æèäêóþ.

Îïðåäåëåíèå ìèíèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ïåïòîíà
èç êàçåèíà è ëàêòîçû, íåîáõîäèìûõ äëÿ îáðàçîâàíèÿ
êîëîíèé øòàììàìè Lactococcus lactis subsp. lactis 729
è ÒÂ2. Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà êîëîíèåîáðàçóþùåé
ñïîñîáíîñòè áàêòåðèé L. lactis subsp. lactis: 729 è ÒÂ2
íà àãàðèçîâàííûõ ñðåäàõ ÌÀ3 è ÌÀ4 ïðåäñòàâëåíà
â òàáëèöå.

Â êà÷åñòâå ìèíèìàëüíîé ñðåäû äëÿ øòàììà 729
èñïîëüçîâàëè ñðåäó ÌÀ4 ñ ïîâûøåííûì íà 0,1% ñî-
äåðæàíèåì ïåïòîíà è ëàêòîçû, òàê êàê íà ñðåäå ÌÀ3
åãî êîëîíèè ïëîõî ðàçëè÷èìû. Âèäèìàÿ ðàçíèöà â
ðàçìåðàõ êîëîíèé ìåæäó øòàììàìè 729 è ÒÂ2 ïîñ-
ëå 24 ÷ (ðèñ. 1, À, Á) êóëüòèâèðîâàíèÿ áîëüøå, ÷åì
÷åðåç 96 ÷ (ðèñ. 1, Â, Ã). Ñëåäîâàòåëüíî, ïðåèìóùå-
ñòâî â ñêîðîñòè ðîñòà ó øòàììà ÒÂ2 ñèëüíåå âûðàæå-
íî íà ðàííèõ ýòàïàõ ðàçâèòèÿ áàêòåðèàëüíûõ ïîïóëÿ-
öèé. Ðàçìåð êîëîíèé øòàììà 729 (äèàìåòð �0,5 ìì,
ïëîùàäü �0,2 ìì2) ïîñëå 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ íà
ñðåäå ÌÀ4 (ðèñ. 1, À) ñîâïàäàåò ñ ðàçìåðîì êîëîíèé
“ìåäëåííûõ” èçîëÿòîâ ëàêòîêîêêîâ (0,5 ìì), êîòî-
ðûå êóëüòèâèðîâàëè ïðè 21°Ñ â òå÷åíèå 2—3 ñóò íà
ñðåäå GMA ñ ãëèöåðîôîñôàòîì [5]. Äèàìåòð êîëî-
íèé “áûñòðûõ” èçîëÿòîâ íà ìîëî÷íîé ñðåäå ñ ãëè-
öåðîôîñôàòîì ñîñòàâëÿë 1—2,5 ìì, ÷òî â óñëîâèÿõ
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Êîìïîíåíòíûé ñîñòàâ ïèòàòåëüíûõ ñðåä
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ áàêòåðèé Lactococcus lactis subsp. lactis

Êîìïîíåíòû,
%

Íàçâàíèå ïèòàòåëüíûõ ñðåä

ÌÀ3 ÌÀ4 ÌÀ5 ÌÀ7 ÌÀ6 Ì4 Ì7 Ì6

Ïåïòîí
èç êàçåèíà

0,3 0,4 0,4 0,8 0,4 0,4 0,8 0,4

Äðîææåâîé
ýêñòðàêò

— — 0,2 0,4 0,4 — 0,4 0,4

Ìÿñíîé
ýêñòðàêò

— — — — 0,4 — — 0,4

Ëàêòîçà 0,3 0,4 0,4 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5

Àãàð 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 — — —

Na2HPO4 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 — — —

KH2PO4 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 — — —

Âîäà Îñòàëüíîå



íàøèõ îïûòîâ áûëî ñõîäíî ñ äèàìåòðàìè êîëîíèé
øòàììà ÒÂ2 íà ñðåäàõ ÌÀ3, ÌÀ4 è ÌÀ5 (1,5—2,5 ìì).
Íà ñðåäàõ ñ ïîíèæåííûì (äî 0,4%) ñîäåðæàíèåì ÏÊ
(ÌÀ4 è ÌÀ5) íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå ðàçìåðà êî-
ëîíèé øòàììà ÒÂ2 äî 3—5 ìì2 îòíîñèòåëüíî ñðåä,
ñîäåðæàùèõ 1% (Ì02 è Ì03), 2,85—2,9 ìì2 [6], ÷òî
ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èíãèáèðóþùåì äåéñò-
âèè èçáûòêà àçîòà íà ðîñò êîëîíèé. Â òî æå âðåìÿ
íà ñðåäå ÌÀ3 (ÏÊ 0,3%) ïëîùàäü êîëîíèé ýòîãî
øòàììà ìåíüøå (1,8 ìì2), ÷åì íà ñðåäàõ Ì02 è Ì03.

Êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó óâåëè÷åíèÿ ðàçìåðà êî-
ëîíèé øòàììà ÒÂ2 ïðè îáîãàùåíèè ñîñòàâà ñðåäû
ïðîâîäèëè íà ñðåäå ÌÀ5, ò.å. ïðè äîáàâëåíèè äðîæ-
æåâîãî ýêñòðàêòà (0,2%) ê ìèíèìàëüíîé ñðåäå ÌÀ4
(0,4% ÏÊ) è íà ñðåäå ÌÀ3, ñîäåðæàùåé ïî 0,3% ÏÊ
è ëàêòîçû (òàáëèöà). Ñðåäíåå çíà÷åíèå ïëîùàäè êîëî-
íèé íà ñðåäå ÌÀ3 ñîñòàâëÿëî 1953 ïèêñåëÿ ïðè ñòàí-
äàðòíîì îòêëîíåíèè 292, à íà ñðåäå ÌÀ5 — 3752 ïèê-
ñåëÿ ïðè ñòàíäàðòíîì îòêëîíåíèè 518 (ðèñ. 1, Ä, Å),
ò.å. ñðåäíèé ðàçìåð êîëîíèé óâåëè÷èëñÿ â 1,9 ðàçà.
Òàêèì îáðàçîì, îãðàíè÷åíèå â ðàçìåðå êîëîíèé øòàì-
ìà ÒÂ2 íà ìèíèìàëüíîé ñðåäå ÌÀ3 îïðåäåëÿåòñÿ èñ-
÷åðïàíèåì ïèòàòåëüíîãî ðåñóðñà.

Âíåøíèé âèä êîëîíèé øòàììà 729 íà ïîâåðõíî-
ñòè ñðåäû ÌÀ5 (ðèñ. 1, Â, Æ) ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî îáîãàùåíèå ñðåäû ÌÀ4 äðîææåâûì ýêñòðàêòîì
íå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ðàçìåðà êîëîíèé. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îñíîâíûì èñòî÷íèêîì àçîòà äëÿ
ðîñòà ÿâëÿåòñÿ ïåïòîí èç êàçåèíà.

Ñðåäíåå ïî÷àñîâîå âðå-
ìÿ óäâîåíèÿ Lactococcus
lactis subsp. lactis 729 â
æèäêèõ ïèòàòåëüíûõ ñðå-
äàõ Ì4, Ì7 è Ì6 íà äâóõ
ïîñëåäîâàòåëüíûõ âðåìåí-
íûõ îòðåçêàõ îáùåé äëè-
òåëüíîñòüþ 3,5 ÷. Ñ öåëüþ
ïîäáîðà ñîñòàâà àãàðèçî-
âàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû,
îáåñïå÷èâàþùåé íàèáîëåå
ýôôåêòèâíîå äåëåíèå êëå-
òîê â íåçàáóôåðåííûõ æèä-
êèõ ñðåäàõ, áûëè èñïîëüçî-
âàíû ñëåäóþùèå ïàðû ñðåä
ñ èäåíòè÷íûì ïèòàòåëü-

íûì ñîñòàâîì: ÌÀ4/Ì4;
ÌÀ7/Ì7; ÌÀ6/Ì6 è êîì-
ïîçèöèîííàÿ ïàðà ÌÀ4/Ì7
(òàáëèöà). Ðåçóëüòàòû îï-
ðåäåëåíèÿ ÒÄÊ è Ñ×ÂÓ,
çíà÷åíèÿ ðÍ è ÊÎÅ ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 2, À—Ã,
ñîîòâåòñòâåííî. Âåëè÷èíó
Ñ×ÂÓ íà ïåðâîì âðåìåí-
íîì îòðåçêå îáùåé äëè-
òåëüíîñòüþ 90 ìèí îïðåäå-
ëÿëè ïóòåì ïåðåñ÷åòà çíà-
÷åíèé ÒÄÊ íà äëèòåëüíîñòü

âðåìåííîãî îòðåçêà â 60 ìèí. Òàê, ïðè óâåëè÷åíèè
êîëè÷åñòâà ÊÎÅ â ïàðå ñðåä ÌÀ4/Ì4 ïðèáëèçèòåëü-
íî â 1,9 ðàçà (ðèñ. 2, À) íà ïåðâîì âðåìåííîì îòðåç-
êå Ñ×ÂÓ ñîñòàâëÿëî 92 ìèí (ðèñ. 2, Á). Â ïàðàõ ñðåä
ÌÀ4/Ì4 è ÌÀ4/Ì7, ãäå èñõîäíóþ áèîìàññó íàðàùè-
âàëè íà ìèíèìàëüíîé ñðåäå ÌÀ4, Ñ×ÂÓ ñîñòàâëÿëî
92 è 80 ìèí, à â îáîãàùåííûõ ïàðàõ ñðåä ÌÀ7/Ì7 è
ÌÀ6/Ì6 — 60 è 66,7 ìèí ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñêîëü-
êó â ïàðàõ ñðåä òîëüêî àãàðèçîâàííûå ñðåäû ÌÀ4 è
ÌÀ7 îòëè÷àëèñü ïî êîíöåíòðàöèè ïèòàòåëüíûõ êîì-
ïîíåíòîâ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå ñêî-
ðîñòè ðîñòà â æèäêîé ñðåäå Ì7 íà 20 ìèí ÿâëÿåòñÿ
ñëåäñòâèåì âëèÿíèÿ îáîãàùåíèÿ àãàðèçîâàííîé ñðåäû
ÌÀ7 äðîææåâûì ýêñòðàêòîì ëèáî ðåçóëüòàòîì áîëåå
äëèòåëüíîãî ïåðèîäà àäàïòàöèè áàêòåðèé ïîñëå èõ
ïåðåíîñà â æèäêóþ ñðåäó äðóãîãî ñîñòàâà.Îäíàêî ñàì
ôàêò ñóùåñòâåííîãî èçìåíåíèÿ Ñ×ÂÓ áàêòåðèé â æèä-
êîé ñðåäå â çàâèñèìîñòè îò ñîñòàâà àãàðèçîâàííîé
ñðåäû, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðîé íàðàùèâàëè áèîìàññó,
ïîçâîëÿåò â ïåðñïåêòèâå ìîäåëèðîâàòü ôèçèîëîãè-
÷åñêóþ àêòèâíîñòü áèîìàññû ëàêòîêîêêîâ ïåðåä ïå-
ðåíîñîì èõ â ñðåäó èíîãî õèìè÷åñêîãî ñîñòàâà. Ñ×ÂÓ
íà âòîðîì âðåìåííîì îòðåçêå (îò 2,5 äî 3,5 ÷) êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â ïàðàõ ñðåä: ÌÀ4/Ì4; ÌÀ4/Ì7; ÌÀ7/Ì7
è ÌÀ6/Ì6 ñîñòàâëÿëî 46,2, 37,5, 40 è 42,9 ìèí ñîîò-
âåòñòâåííî. Áëèçêèå çíà÷åíèÿ Ñ×ÂÓ äëÿ âñåõ ÷åòû-
ðåõ ïàð ñðåä íà âòîðîì âðåìåííîì îòðåçêå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (îò 2,5 äî 3,5 ÷) õàðàêòåðèçóþò ðîñò áàêòåðèé
øòàììà 729 êàê ëîãàðèôìè÷åñêèé.
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Ðèñ. 1. Âíåøíèé âèä êîëîíèé Lactococcus lactis subsp. lactis øòàììîâ 729 è ÒÂ2 íà àãàðèçîâàí-
íûõ ìèíèìàëüíûõ ïî ïåïòîíó èç êàçåèíà ñðåäàõ: ÌÀ3 (ïåïòîí èç êàçåèíà 0,3%), ÌÀ4 è ÌÀ5

(ïåïòîí èç êàçåèíà 0,4%):
À è Á — ñðåäà ÌÀ4, øòàììû: 729 (ñëåâà; äèàìåòð êîëîíèé � 0,5 ìì), ÒÂ2 (ñïðàâà; äèàìåòð êîëî-
íèé �1,5 ìì), âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè 30°Ñ 24 ÷; Â è Ã — ñðåäà ÌÀ4, øòàììû: 729 (ñëåâà;
äèàìåòð êîëîíèé �1,5 ìì); ÒÂ2 (ñïðàâà; äèàìåòð êîëîíèé � 2,5 ìì), âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðè 30°Ñ 96 ÷; Ä è Å — øòàìì ÒÂ2, ñðåäû ÌÀ5 (ñëåâà; äèàìåòð êîëîíèé � îò 2 äî 2,5 ìì), ÌÀ3
(ñïðàâà; äèàìåòð êîëîíèé �1,5 ìì), âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè 30°Ñ 48 ÷; Æ è Ç — ñðåäà ÌÀ5,
øòàììû 729 (ñëåâà; äèàìåòð êîëîíèé �1 ìì); ÒÂ2 (ñïðàâà; äèàìåòð êîëîíèé � 2,5 ìì), âðåìÿ

êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè 30°Ñ 24 ÷, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå îêîëî 48 ÷



Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà óðîâíÿ çàêèñëå-

íèÿ æèäêèõ ñðåä Ì4, Ì7 è Ì6 â ïðîöåññå ðîñòà Lacto-

coccus lactis subsp. lactis 729 ïðè íàðàùèâàíèè áèîìàñ-

ñû íà àãàðèçîâàííûõ ñðåäàõ. Õàðàêòåðèñòèêè äåëåíèÿ
êëåòîê, ÒÄÊ è Ñ×ÂÓ (ðèñ. 2, À, Â) ñâèäåòåëüñòâîâà-
ëè îá ýôôåêòèâíîì êëåòî÷íîì äåëåíèè íà äàííîì
âðåìåííîì îòðåçêå, ïðè ýòîì èçìåíåíèé ðÍ æèäêèõ
ñðåä âî âñåõ ïàðàõ ñðåä ÌÀ4/Ì4, ÌÀ4/Ì7, ÌÀ7/Ì7
è ÌÀ6/Ì6 ìåæäó 1 è 2,5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðàêòè-
÷åñêè íå íàáëþäàëîñü, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ðåçóëüòàòàì,
îïóáëèêîâàííûì íàìè ðàíåå [12]. Îïðåäåëåí âðå-

ìåííîé äèàïàçîí êóëüòèâèðîâàíèÿ áàêòåðèé (îò 2,5
äî 3,5 ÷), â êîòîðîì ðàçëè÷íûå ïî óðîâíþ îáîãàùå-
íèÿ ñðåäû ïîääåðæèâàëè ëîãàðèôìè÷åñêèé ðîñò ïðè
íåçíà÷èòåëüíîì óðîâíå çàêèñëåíèÿ æèäêèõ ñðåä.
Ìàêñèìàëüíîå (äî 6,5 ïîñëå 3,5 ÷) çàêèñëåíèå æèä-
êîé ñðåäû íàáëþäàëîñü ïðè êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïàðå
ñðåä ÌÀ6/Ì6, ñîäåðæàùèõ ìÿñíîé ýêñòðàêò, ÷òî,
îäíàêî, íå âûõîäèò çà ïðåäåëû çíà÷åíèé, ïðèíÿòûõ
çà îïòèìàëüíûå äëÿ ëàêòîêîêêîâ [13—15]. Ìàêñè-
ìàëüíàÿ ðàçíèöà â çíà÷åíèÿõ ðÍ ìåæäó ïàðîé ñðåä
ÌÀ4/Ì7 è äðóãèìè ïàðàìè çàôèêñèðîâàíà ïîñëå
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Ðèñ. 2. Ðîñòîâûå õàðàêòåðèñòèêè áàêòåðèé Lactococcus. lactis subsp. lactis 729 íà äâóõ âðåìåííûõ èíòåðâàëàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ:
îò 1 äî 2,5 è îò 2,5 äî 3,5 ÷ â æèäêèõ ñðåäàõ: Ì4, Ì7 è Ì6 ïîñëå ïåðåíîñà áèîìàññû ñ àãàðèçîâàííûõ ñðåä: ÌÀ4, ÌÀ7 è ÌÀ6,

à òàêæå â êîìïîçèöèîííîé ïàðå ñðåä ÌÀ4/Ì7.
À — òåìï äåëåíèÿ êëåòîê (ÒÄÊ); Á — ñðåäíåå ÷àñîâîå âðåìÿ óäâîåíèÿ (Ñ×ÂÓ), Â — çíà÷åíèÿ ðÍ â æèäêèõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ
Ì4, Ì7 è Ì6, ïîëó÷åííûå çà 1; 2,5; 3,5; 4,5 è 5,5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå ïåðåíîñà áèîìàññû ñ ñîîòâåòñòâóþùèõ àãàðèçîâàííûõ
ñðåä: ÌÀ4, ÌÀ7 è ÌÀ6, à òàêæå â êîìïîçèöèîííîé ïàðå ñðåä ÌÀ4/Ì7; Ã — êîëè÷åñòâî êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö (ÊÎÅ) â æèä-
êèõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ Ì4, Ì7 è Ì6 íà 1; 2,5 è 3,5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå ïåðåíîñà áèîìàññû ñ ñîîòâåòñòâóþùèõ àãàðèçîâàí-

íûõ ñðåä: ÌÀ4, ÌÀ7 è ÌÀ6, à òàêæå â êîìïîçèöèîííîé ïàðå ñðåä ÌÀ4/Ì7



4,5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ: ÌÀ4/Ì7 — 6,4; ÌÀ4/Ì4 — 6,0;
ÌÀ7/Ì7 — 6,0; ÌÀ6/Ì6 — 5,5. Ñ ó÷åòîì ýôôåêòèâ-
íîãî êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ íà âðåìåííîì îòðåçêå äî
4,5 ÷ çíà÷åíèå ðÍ ñðåäû â êîìïîçèöèîííîé ïàðå
ÌÀ4/Ì7 áûëî åùå áëèçêî ê îïòèìàëüíîìó (äî 6,5),
òîãäà êàê â ïàðå ñðåä ÌÀ6/Ì6 çà ýòî æå âðåìÿ pH
ñíèçèëcÿ äî êðèòè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ 5,5, áëîêèðóþ-
ùåãî îëèãîïåïòèäíûé òðàíñïîðò [16, 17]. Ïðè ðàç-
âèòèè ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé L. lactis è Strepto-
coccus thermophilus â ìîëîêå íàáëþäàþòñÿ äâå ôàçû
ëîãàðèôìè÷åñêîãî ðîñòà [17, 18]. Ðàíåå [12] ïðè íå-
çàâèñèìîì ðàññìîòðåíèè èçìåíåíèÿ ÒÄÊ îòäåëüíûõ
ïîïóëÿöèé øòàììà 729 â æèäêèõ ñðåäàõ Ì4 è Ì7,
èñõîäíàÿ áèîìàññà êîòîðûõ áûëà ïîëó÷åíà íà ìèíè-
ìàëüíîé àãàðèçîâàííîé ñðåäå ÌÀ4, ìû âûäåëèëè äâà
ïåðèîäà èíòåíñèôèêàöèè äåëåíèÿ êëåòîê. Ïîñêîëü-
êó îñíîâíûì èñòî÷íèêîì àçîòà â èñïîëüçóåìûõ íàìè
ñðåäàõ è â ìîëîêå ÿâëÿåòñÿ ÏÊ, ìû ïðåäïîëàãàåì,
÷òî âðåìåííîé äèàïàçîí êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïðåäøåñò-
âóþùèé óìåíüøåíèþ ÒÄÊ, îáóñëîâëåí ïèòàíèåì ëàê-
òîêîêêîâ çà ñ÷åò îëèãîïåïòèäîâ íåîáõîäèìîãî ñîñòàâà
è ðàçìåðà [16—18], ò.å. äî àêòèâèçàöèè ó íèõ ïðîòåî-
ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Óðîâåíü íàêîïëåíèÿ áèîìàññû Lactococcus lactis
subsp. lactis 729 â æèäêèõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ Ì4, Ì7
è Ì6 çà ïåðâûå 3,5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ áàêòåðèé. Èñ-
õîäíûå òèòðû áàêòåðèàëüíûõ ñóñïåíçèé â ïàðàõ ñðåä:
ÌÀ4/Ì4 è ÌÀ4/Ì7 ñîñòàâëÿëè 7,3 ½ 106 êë/ìë;
ÌÀ7/Ì7 — 1,3 ½ 107 è ÌÀ6/Ì6 — 1,9 ½ 107 êë/ìë
(ðèñ. 2, Ã). Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü íàêîïëåíèÿ áèî-
ìàññû çà 3,5 ÷ áûë äîñòèãíóò â ïàðå ñðåä ÌÀ6/Ì6
(2,5 ½ 108 êë/ìë), ñîäåðæàùåé ìÿñíîé ýêñòðàêò. Äàæå
ñ ó÷åòîì ïîâûøåííîãî èñõîäíîãî òèòðà áàêòåðèé ðå-
çóëüòàòû ïî ñðàâíèòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ ÊÎÅ ñâè-
äåòåëüñòâóþò î ïîëîæèòåëüíîì âëèÿíèè ìÿñíîãî ýêñò-
ðàêòà íà óðîâåíü íàêîïëåíèÿ áèîìàññû, ÷òî ïîçâî-
ëÿåò ñ÷èòàòü ñîñòàâ ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ â æèäêîé
ñðåäå Ì6 êîìïëåêñíûì. Ìèíèìàëüíûé óðîâåíü íà-
êîïëåíèÿ áèîìàññû (8 ½ 107 êë/ìë) çàôèêñèðîâàí â
“ìèíèìàëüíîé” ïàðå ñðåä ÌÀ4/Ì4, îãðàíè÷èòåëü-
íûì ôàêòîðîì ÿâëÿåòñÿ ëèìèòàöèÿ ïî ïèòàòåëüíî-
ìó ðåñóðñó. Â îáîãàùåííûõ æèäêèõ ñðåäàõ äåëåíèå
îãðàíè÷åíî íàêîïëåíèåì ìîëî÷íîé êèñëîòû äî ðÍ
íèæå 5,5 [2, 15], ÷òî áëîêèðóåò òðàíñïîðò îëèãîïåï-
òèäîâ â êëåòêè [16]. Íèçêèé óðîâåíü íàêîïëåíèÿ áèî-

ìàññû L. lactis subsp. lactis ÒÂ2 äî 2,5 ½ 108 êë/ìë
â ñðåäå ÌÂ (ÏÊ 0,6%, äðîææåâîé ýêñòðàêò 0,175%)
ñîîòâåòñòâîâàë îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 0,3 (äëèíà âîë-
íû 600 íì) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 3 ÷ è ïðè
ñíèæåíèè ðÍ äî 5,4 [2]. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû
ïîëó÷åíû ïðè âûðàùèâàíèè L. lactis â êîìïëåêñíîé
ñðåäå Ì17 [1], ñîäåðæàùåé 1% ãëþêîçû. Àâòîðû
îáúÿñíÿþò ðàííþþ îñòàíîâêó ëîãàðèôìè÷åñêîãî ðîñ-
òà L. lactis ïðè äîñòèæåíèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 0,3
ïîâûøåíèåì ñòðåññîóñòîé÷èâîñòè ëàêòîêîêêîâ.

Âûâîäû

Èñïîëüçîâàíèå àãàðèçîâàííûõ ñðåä, ðàçëè÷íûõ
ïî óðîâíþ îáîãàùåíèÿ ìèíèìàëüíîãî ñîñòàâà ñðåäû
ÌÀ4, ïîçâîëèëî îïðåäåëèòü âðåìåííîé äèàïàçîí ëîãà-
ðèôìè÷åñêîãî ðîñòà L. lactis subsp. lactis 729 (2,5—3,5 ÷)
â èäåíòè÷íûõ è êîìïîçèöèîííûõ ñîñòàâàõ æèäêèõ
ñðåä ïðè íåçíà÷èòåëüíîì ñíèæåíèè ðÍ äî 6,5. Cðàâ-
íèòåëüíî íåáîëüøîé ðàçìåð êîëîíè ìîæåò ÿâëÿòüñÿ
ïðèçíàêîì øòàììà, îáëàäàþùåãî ñâîéñòâîì àêòèâ-
íîãî êèñëîòîîáðàçîâàòåëÿ.

Ïîêàçàíà ýôôåêòèâíàÿ êîëîíèåîáðàçóþùàÿ àê-
òèâíîñòü øòàììà ÒÂ2 äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ðàçâèòèÿ
åãî êîëîíèé â óñëîâèÿõ ìèíèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ïåï-
òîíà èç êàçåèíà (0,4%). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïëîùàäü êî-
ëîíèé øòàììà ÒÂ2 íà ìèíèìàëüíîé ñðåäå ÌÀ4, äî-
ñòèãàþùàÿ 5 ìì2, áîëüøå ÷åì íà áîãàòîé ñðåäå Ì03 [6].

Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ðàçâèòèÿ áàêòå-
ðèàëüíûõ ïîïóëÿöèé íà àãàðèçîâàííûõ è â æèäêèõ
ñðåäàõ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ïðè ìîäåëèðîâàíèè
ïîïóëÿöèîííûõ ñâîéñòâ L. lactis subsp. lactis ðàçëè÷-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Øòàììîñïåöèôè÷íûå õàðàêòåðèñòèêè ðîñòà ëàê-
òîêîêêîâ ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ äëÿ îïðåäåëåíèÿ òàêèõ
îòêëîíåíèé îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ, êîòîðûå âîñ-
ïðèíèìàþòñÿ äàííûì øòàììîì êàê ñòðåññîâûå.Ñàìû-
ìè ðàñïðîñòðàíåííûìè èç íèõ ÿâëÿþòñÿ: íåäîñòàòîê
ïèòàòåëüíîãî ðåñóðñà, âûñîêèé óðîâåíü êèñëîòíîñòè,
ïîâûøåííûé èëè ïîíèæåííûé òåìïåðàòóðíûé ôîí
è äð. Èçìåíåíèå ôèçèîëîãèè ëàêòîêîêêîâ â ïðîöåññå
ðàçâèòèÿ ïîïóëÿöèé â ìîëîêå ïðè àêòèâèçàöèè ïðî-
òåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íà âòîðîé ôàçå ëîãàðèôìè-
÷åñêîãî ðîñòà ÿâëÿåòñÿ ïðèìåðîì çàïðîãðàììèðîâàí-
íîãî ïðåîäîëåíèÿ óñëîâèé ãîëîäà ïî èñòî÷íèêó àçîòà.
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Ïîñòóïèëà â ðåäàêöèþ

22.12.13

DEPENDENCE OF GROWTH CHARACTERISTICS OF NATURAL STRAINS

OF LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. LACTIS ON THE COMPOSITION

OF THE NUTRIENT AGAR MEDIA USED FOR BIOMASS GROWTH

M.A. Treninà., H.S. Epremyan, L.G. Stoyanova

The results of dependence of growth characteristics of strains Lactococcus lactis subsp. lactis 729
and TV2 isolated from milk and homemade curd the content in the agar medium peptone from casein
as a main nitrogen source. Different composition on the level of enrichment of the agar medium was
used for biomass growth strains in the study of growth characteristics in liquid media with the same
composition. Compared the number of colony forming units (CFU), the rate of cell division (TDC)
and the average hourly doubling time (AHDT) at two time points of cultivation: from 1,0 to 2,5 and
from 2,5 to 3,5 hours. Liquid culture medium was maintained logarithmic growth of strain 729 in all
variations on a time interval of cultivation to 3,5 hours with a maximum decrease in pH to 6,5.

Maximum accumulation level of biomass (2,5 ½ 108 cells/ml) was observed when cultured in
a pair of media containing meat extract, and the smallest AHDT (37,5 min) when moving biomass
MA4 minimal medium (peptone from casein, and 0,4% lactose 0,4%) and rich in containing yeast
extract liquid medium M7. Strain 729 in contrast to a strain incapable TB2 form colonies when the
content of casein peptone agar medium is less than 0,4%. Reducing the amount of nitrogen source
(peptone from casein from 1,0% to 0,4%) resulted in an increase in colony size strain TV2 from
2,85 mm2 to 5 mm2. The stimulatory effect of yeast extract in liquid media under these concentration
ratios allowing cell division to increase the effectiveness while reducing the accumulation of lactic acid
to achieve critical acidification (pH 5,5) blocks the transport of oligopeptides into a cell. Meat ext-
ract contributed bacteria adapt to the conditions of acidity and has a positive effect on cell divi-
sion of strain 729 at a late stage of development of bacterial populations. Comparative small size of
the colonies (area � 0,5 mm2 , diameter � 0,8 mm) can be a sign of strain as active acidifier.

Key words: Lactococcus lactis subsp. lactis, culture media, growth characteristics.
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