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С целью получения заквасок для новых кисло-молочных продуктов исследовано влияние условий
выращивания (температуры, соотношения количества вносимых молочно-кислых бактерий (МКБ)) на
взаимодействие МКБ c пробиотическими свойствами. Показано проявление органолептических,
антимикробных свойств при использовании композиций МКБ различной родовой и видовой при-
надлежности.
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Пищевые привычки людей, живущих в разных
странах, в разных регионах внутри страны, и даже
разных религиозных групп развивались в течение
тысяч лет и значительно различаются. Кисло-мо-
лочные продукты (КМП) питания уже давно ас-
социируются с различными демографическими
группами и являются неотъемлемой частью их эт-
носа (Carr et al., 2002; Avrelija, Walter, 2010).

Один из самых распространенных методов со-
хранения биоразнообразия микроорганизмов и
использования их органолептических и питатель-
ных свойств – изучение микрофлоры националь-
ных традиционных КМП и создание на основе
выделенных бактерий (единичных или ассоции-
рованных) новых продуктов (Tajabadi et al., 2009).
Многие традиционные КМП производились и
производятся в Азии, Африке, на Ближнем Во-
стоке, в Северной и Восточной Европе и в насто-
ящее время используются многими учеными для
исследования их микрофлоры и создания новых
КМП для функционального питания. Показано,
что микрофлора ферментированных продуктов
варьирует от одного региона к другому, зависит от
климатических условий области (Bettache, Me-
brouk, 2004; Мennane et al., 2007; Dalgalarrondo et al.,
2009; Tajabadi et al., 2009).

Достаточно хорошо изучена микрофлора Кав-
казского национального КМП мацуна (Matsoon,
Мазунинская, мацони, мацун). Мацун надо рас-

сматривать как аналог йогурта, он готовится пу-
тем ферментации коровьего, овечьего, козьего,
буйволового молока или их смеси молочно-кис-
лыми бактериями (МКБ). Показано, что микроб-
ная композиция мацуна различается в различных
кавказских областях, зависит как от региона, так
и от типа молока, но очень стабильна и характер-
на для каждого региона, что позволяет сохранять
и передавать уникальность региональной микро-
биоты мацуна (Afrikian, 2012; Bokulich et al., 2015).
Исследования по идентификации микрофлоры
мацуна в различных регионах Кавказа, проведен-
ные в последние годы, показали, что виды Lacto-
coccus и Enterococcus встречаются во многих образ-
цах мацуна, приготовленного из молока разных
домашних животных (Bokulich et al., 2015).

В отличие от болгарского кислого молока, со-
держащего Lactobacillus delbrueckii подвид bulgaricus и
streptococcus, микрофлора мацуна, полученного пу-
тем ферментации коровьего молока, включает в се-
бя различные виды микроорганизмов и их симбио-
тические ассоциации. Учеными Грузии выделены и
описаны следующие МКБ мацуна: Lactobacillus del-
brueckii – подвид lactis, L. acidophillus, L. casei, Strepto-
coccus thermophillus, Lactococcus lactis – подвид lactis,
L. lactis – подвид diacetylactis, L. lactis – подвид
cremoris, Enterococcus durans (Merabishvili, Chanish-
vili, 2001). Штамм L. bulgaricus не был обнаружен.
В образцах мацуна из различных регионов Арме-
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нии встречаются и другие виды бактерии, в том
числе Lactobacillus helveticus, L. plantarum, L. para-
casei и Leuconostoc lactis (Karapetyan, 2011; Tkhruni
et al., 2013), а также Geotrichum candidum, Saccharo-
myces, Candida и другие виды дрожжей (Afrikian,
2012).

Исследование пробиотических свойств энде-
мичных штаммов МКБ, выделенных из КМП из
различных регионов Арцаха, показало, что МКБ
представлены в основном различными видами
рода Enterococcus (Israyelyan et al., 2016; Karapetyan
et al., 2017). В последние годы научный интерес
представляет создание композиций из несколь-
ких штаммов МКБ, имеющих ряд полезных
свойств, для получения новых КМП для функци-
онального питания.

Цель работы – подбор композиций с исполь-
зованием исследованных эндемичных штаммов
МКБ с некоторыми пробиотическими свойства-
ми для создания новых КМП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования и условия роста. Объекта-

ми исследования были культуры МКБ, выделеные
из разных образцов национального КМП мацуна из
натуральных хозяйств различных регионов Арме-
нии и Арцаха и исследованные нами в течение
2005–2017 г. Серийно разведенные образцы мацу-
на наносили на чашки Петри с селективной пита-
тельной средой De Man, Rogosa and Sharpe (MRS-
агар) для лактобактерий или гидролизованным
молочным агаром (1.2%) и культивировали при
37°C. Были отобраны морфологически идентич-
ные единичные колонии каждого штамма МКБ и
получены чистые культуры, которые были оха-
рактеризованы в соответствии с описанными ме-
тодами (Holt et al., 1994; Roissart, Luquet, 1994).
Чистые культуры МКБ хранились в заморожен-
ном виде при –20°С в MRS – бульоне или в молоке
с содержанием 40% глицерина. Для выращивания
МКБ в качестве инокулята использовали 6–8 ч
культуры, которые вносились в питательные сре-
ды (10% объема среды). Культуры выращивали в
термостате при 37 и 42°С.

Титр клеток (число жизнеспособных клеток
МКБ) определяли методом высева на питатель-
ные среды (чашечный метод Коха). Ряд последу-
ющих 10-кратных разведений отобранных проб
готовились в пробирках с физиологическим рас-
твором. В чашки Петри с соответствующей агари-
зованной питательной средой вносили по 0.1 мл
последнего и предпоследнего разведений. Засе-
янные чашки Петри (на каждое разведение по 2–
3 чашки) инкубировали в термостате при 37°С.

Число бактерий рассчитывали через 2–3 сут.
Подсчитывали число формирующихся колоний,
принимая во внимание, что каждая колония –
потомство одной жизнеспособной клетки (Бир-
гер, 1982).

Так как колонии разных штаммов МКБ при вы-
ращивании на агаризованных питательных средах
различаются по цвету, размерам, консистенции, то
после их совместного выращивания число клеток
бактерий каждого вида также определяли чашеч-
ным методом Коха путем подсчета числа колоний
каждого штамма в отдельности. Для культивиро-
вания штаммов МКБ применяли следующие пи-
тательные среды:

№ 1. MRS – бульон (Merck, Германия; ISO,
Италия; HiMedia, Индия);

№ 2. Молоко (обезжиренное, 1.5%-ная жир-
ность);

№ 3. Питательную среду на основе подтворож-
ной сыворотки с добавлением солей (%, ±0.2):
(NH4)2SO4-0.8, KH2PO4-0.1, MgSO4-0.2, дрожжевой
экстракт-0.3, пептон-0.3, MnSO4-0.05, CH3COONa ⋅
· 3H2O-0.2, pH 6.5 ± 0.2 (Tkhruni et al., 2015).

Кислотность культуральной жидкости при
раздельном и совместном выращивании штам-
мов МКБ выражали в градусах Тернера (° Т). Гра-
дус Тернера показывает число миллилитров 0.1 н.
раствора гидроксида натрия (или гидроксида ка-
лия), необходимое для нейтрализации 100 мл или
100 г продукта.

Для идентификации штаммов МКБ был при-
менен метод секвенирования генов 16 S rRNA с
использованием универсальных праймеров для
Enterobacteriaceae и маркера Genladder (100 bp,
plus1.5 kb, 50 μg, GENAXXON, bioscience) (Weis-
burg et al., 1991). Штаммы были депонированы в
отделении Центра депонирования микробов (ЦДМ)
при научно-производственном центре (НПЦ)
“Армбиотехнология» НАН Республики Армения.

Тест культуры. Для определения антимикроб-
ных свойств МКБ были использованы условно-
патогенные бактерии Salmonella tуphimurium G38
и Bacillus subtilis G17-89, находящиеся в коллек-
ции микрооранизмов НПЦ “Армбиотехнология”
НАН РА.

Определение антибактериальной активности.
Антимикробную активность бесклеточной куль-
туральной жидкости (КЖ) определяли на тест-куль-
турах с использованием методов диффузии в агар и
серийных разведений (Биргер, 1990). На поверх-
ность газона с тест-культурой (2.2 × 106 КОЕ/мл) на-
носили 20 мкл исследуемого образца. Антимик-
робную активность оценивали измерением раз-
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меров зон ингибирования роста тест-культуры
(диаметр, мм) после 24 ч инкубирования в термо-
стате при 30°С. Активность выражали в активных
единицах (АЕ/мл) (Parente et al., 1995). Антимик-
робную активность при совместном выращива-
нии определяли после 48 ч выращивания МКБ.

Подбор композиций МКБ для создания новых
КМП. Были использованы эндемичные штаммы
МКБ с некоторыми пробиотическими свойства-
ми (Shenderov, 2013) разной родовой и видовой
принадлежности, а также стандартные методы
получения КМП согласно ГОСТ РФ (ГОСТ РФ

Таблица 1. Антимикробная активность культуральной жидкости при раздельном и совместном выращивании
штаммов молочно-кислых бактерий

Примечание. °T – кислотность, выраженная в градусах Тернера; для табл. 1–4.

Композиции молочно-кислых бактерий Число клеток,
КОЕ/мл Кислотность, °T

Антимикробная активность
культуральной жидкости (рН 4.5), 

АЕ/мл

Bacillus
subtilis
G17-89

Salmonella
tуphimurium

G 38

L. rhamnosus 2012 1.0 × 1010 380 900 400

L. acidophilus 1991 1.4 × 109 320 1600 500

E. faecium 64 4.0 × 109 140 300 300

S. thermophilus 103 1.6 × 109 120 300 300

S. lactis 87 5.7 × 109 150 700 500

L. paracasei 236 4.0 × 109 340 700 1000

L. rhamnosus 2012 + L. acidophilus 1991
5.0 × 107

450 1300 800
4.6 × 108

L. rhamnosus 2012 + L. paracasei 236
1.0 × 109

440 900 900
1.1 × 109

L. rhamnosus 2012 + E. faecium 64
2.5 × 109

420 1000 1200
1.8 × 109

L. rhamnosus 2012 + S. thermophilus 103
0.9 × 109

410 1200 900
8.0 × 107

L. paracasei 236 + S. thermophilus 103
4.4 × 109

320 1000 1000
4.0 × 107

L. paracasei 236 + E. faecium 64
4.6 × 109

340 700 1100
5.6 × 108

E. faecium 64 + S. thermophilus 103
8.7 × 107

180 400 400
2.4 × 109

S. thermophillus 103 + S. lactis 87
2.6 × 109

180 1000 1000
1.9 × 109
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55577, 2013). Органолептическая оценка была
проведена согласно ГОСТ Армении 4959.

Статистический анализ. Приведены данные по
трем повторностям каждого эксперимента. После
сбора данных был проведен статистический ана-
лиз с использованием компьютерной программы
Microsoft Word 10, Exele 2010. Полученные дан-
ные действительны для p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что при совместном выращивании
МКБ возможны синергизм или антогонизм меж-
ду культивируемыми штаммами. Были использо-
ваны штаммы МКБ, обладающие некоторыми
пробиотическими свойствами (антиоксидантной
и антимикробной активностью, высокой степе-
нью адгезии на клетки эпителия человека, устой-

Таблица 2. Влияние температуры выращивания на вкусовые качества кисло-молочного продукта при выращива-
нии композиций из двух штаммов

Композиция
штаммов
молочно-кислых
бактерий

Соотношение
молочно-кислых

бактерий , %

Температура выращивания, °C

30 37 42

вкус, 
консистенция °T вкус, 

консистенция °T вкус, 
консистенция °T

S. thermophillus 103 + S. lactis 87
50 Горечь,

плотная 40 Вкусный,
плотная 55 Вкусный,

плотная 55
50

S. thermophillus 103 + S. lactis 87
60

То же 40 То же 50 То же 55
40

S. thermophillus 103 + S. lactis 87
40 Горечь,

слабая 60 Вкусный,
рыхлая 60 Вкусный, 

рыхлая 65
60

S. thermophillus 103 + S. lactis 87
70 Горечь,

плотная 55 Невкусный,
плотная 55 Горечь,

плотная 55
30

S. thermophillus 103 + S. lactis 87
30 Горечь,

слабая 40 Невкусный,
слабая 40 Горечь,

слабая 45
70

Таблица 3. Влияние температуры выращивания на вкусовые качества кисло-молочного продукта при выращива-
нии композиций из трех штаммов

Композиция
штаммов

Соотношение
молочно-кислых

бактерий , %

Температура выращивания, °C

30 37 42

вкус, 
консистенция °T вкус, 

консистенция °T вкус, 
консистенция °T

L. acidophillus 1991 +
+ S. thermophillus 103 + 
+ S. lactis 87

40
Горечь,
плотная 50 Сладкий,

плотная 55 Вкусный,
плотная 5530

30

L. acidophillus 1991 +
+ S. thermophillus 103 +
+ E. durans M 44

40

То же 60 Горечь,
плотная 60 То же 5020

20

S. thermophillus 103 +
+ S. lactis 87+
+ E. durans M 42

30
Не вкусный,
слабая 60 Кислый,

рыхлая 65 Не вкусный, 
рыхлая 4530

30
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чивостью к ферментам и различным значениям
рН среды, различным концентрациям желчи)
(Karapetyan, 2011; Tkhruni et al., 2013; Israyelyan et al.,
2016). Результаты, полученные после совместного
выращивания некоторых штаммов с пробиотиче-
скими свойствами, выделенных из мацуна на ос-
нове коровьего молока, приведены в T. 1 (37°С, 48 ч,
среда на основе подтворожной сыворотки). 

При совместном выращивании антогонизм ро-
ста в композициях наблюдается между штаммами
L. rhamnosus 2012 + S. thermophilus 103, E. faecium
64 + S. thermophilus 103, L. paracasei 236 + S. thermo-
philus 103 и L. rhamnosus 2012 + L. acidophilus 1991,
а синергизм роста – в комбинации между штам-
мами L. rhamnosus 2012 + L. paracasei 236, L. rham-
nosus 2012 + E. faecium 64 и S. thermophilus 103 +
+ S. lactis 87. Антимикробные активности разных
штаммов при раздельном выращивании различа-
ются. Увеличение антимикробной активности
отмечено при комбинации использования штам-
мов L. rhamnosus 2012 + E. faecium 64, L. rhamnosus
2012 + L. paracasei 236, L. rhamnosus 2012 + E. fae-
cium 64, L. paracasei 236 + E. faecium 64 и L. rham-
nosus 2012 + L. acidophilus 1991 и S. thermophilus 103 +
+ S. lactis 87.

Как видно из приведенных данных, при сов-
местном выращивании наблюдаемые различия во
взаимодействии между штаммами, антимикроб-
ная активность не связаны с родовой и видовой
принадлежностью изучаемых штаммов. Исследо-
вание влияния разных параметров выращивания
(температуры, соотношения количеств вносимых
культур) на проявление органолептических пока-

зателей при совместном выращивании в молоке
показано на примере двух штаммов S. thermophil-
lus 103 + S. lactis 87, выделенных из мацуна коро-
вьего молока и обладающих анимикробной ак-
тивностью. Отбор был основан также на том, что
закваски каждого штамма в отдельности имели
сладковатый вкус, приятный запах, высокую ско-
рость сквашивания (T. 2). 

Как видно из приведенных данных, при ис-
пользовании композиции штаммов S. thermophil-
lus 103 + S. lactis 87 в соотношениях 50 : 50 и 60 : 40
при температуре культивирования 37°С вкусовые
качества КМП и текстура не отличаются от показа-
телей культивирования при 42°С, а при культиви-
рования при 30°С вкусовые качества КМП не-
приятные. Образование сгустка наблюдалось после
5–6 ч выращивания. Выращивание при повы-
шенной температуре влияет на вкус полученного
продукта. Полученные данные показывают, что
характеристика образуемого сгустка также зависит
от соотношения МКБ в композиции штаммов. При
выращивании композиции из трех штаммов
L. acidophillus 1991 + S. thermophillus 103 + S. lactis 87,
при соотношении штаммов 40 : 30 : 30 вкусовые
качества КМП оказались положительными при
температуре культивировании 42°С. Вкусовые
качества КМП и текстура отличаются от показа-
телей культивирования при 30 и 37°С (T. 3). 

На проявление органолептических свойств
влияют температура выращивания, соотношение
в композиции используемых МКБ разной родо-
вой и видовой принадлежности.

Таблица 4. Совместное выращивание пробиотических штаммов различной видовой принадлежности (молоко
1.5%, 42°C)

Источник выделения
молочно-кислых

бактерий (молокo)

Время 
сквашивания,

ч

Кислотность,
°T

Число клеток,
КОЕ/мл

Оценка 
органолептических 

показателей,
бал

E. durans P 13 (корова) +
+ L. helveticus G5' (буйволица) 5.0 130 3.0 × 108

4.0 × 108 29

E. durans P 13 (корова) +
+ E. faecium KA 3 (коза) 5.0 110 4.0 × 109

6.0 × 109 26

E. durans P 13 (корова) +
+ LAB sp. KE 1 (ослица) 6.0 125 3.5 × 108

3.5 × 108 27

E. durans P 13 (корова) +
+ E. faecium KV 15-1 (овца) 6.0 120 2.0 × 108

1.2 × 108 25
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Ранее нами было показано, что бактерии, вы-
деленные из молока ослиц, по своим пробиотиче-
ским свойствам существенно отличаются от МКБ,
выделенных из молока остальных домашних жи-
вотных (Israyelyan, 2018). В Т. 4 приведены данные
по совместному выращиванию штаммов различной
родовой и видовой принадлежности, выделенных
из мацуна на основе молока разных домашних
животных. Полученные результаты показали, что
в исследуемых вариантах композиций штаммов
не было антагонизма роста. Кислотность и вкусо-
вые характеристики E. durans P 13 и L. helveticus KG5'
соответствовали ГОСТ РА. Проведенные опыт-
но-производственные испытания позволили от-
работать технологию производства КМП на ос-
нове этих штаммов и получить РА ТУ
90025478.01.96-2017 г.

Таким образом, полученные результаты по
совместному выращиванию штаммов МКБ, об-
ладающими некоторыми пробиотическими свой-
ствами различной родовой и видовой принадлеж-
ности, показали возможность использования
штаммов, выделенных из мацуна на основе моло-
ка разных домашних животных (овец, буйволиц,
коз, ослиц) для создания новых КМП функцио-
нального питания. Антагонизм роста и антимик-
робная активность при совместном выращива-
нии зависят от композиций используемых штам-
мов и условий культивирования (температура и
соотношение штаммов).
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Interaction of Lactic Acid Bacteria under Different Conditions of Combimed Growth
A. Israyelyan1, #, K. Karapetyan2, L. Arstamyan1, and L. Alexsanyan1
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For the obtaining of starters for new fermented dairy products, the effect of growing conditions (temperature,
the ratio of the amount of lactic acid bacteria introduced) on the interaction of lactic acid bacteria (LAB) with
probiotic properties has been investigated. The presence of organoleptic, antimicrobial parameters is shown
during the use of compositions of LAB of different genus and species belonging.
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