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В работе исследованы приемы стабилизации клеток молочнокислых организмов (МКО), позволив-
шие в течение 12 мес. поддерживать титр живых клеток на уровне 107–108 кл./мл, рекомендованном
для титра МКО в продуктах питания. Выявлена высокая эффективность использования природных
ассоциаций МКО, селектированных по признаку длительного сохранения клетками МКО жизне-
способности. Из селектированной в течение 6 мес. ассоциации, выделенной из рыночной просто-
кваши, были получены в чистых культурах молочнокислые бактерии Lactobacillus plantarum и дрож-
жи Candida parapsilosis. Скорость гибели этих МКО в бинарной культуре (по 50% каждого ассоциан-
та) была в несколько раз ниже, чем в монокультурах. Применение дополнительных приемов
стабилизации клеток бинарной культуры МКО (бескислородные условия и внесение стабилизиру-
ющих добавок антиоксидантов и биополимеров) повысило численность жизнеспособных клеток в
культурах, хранящихся в течение 12 мес., в 5–6 раз. Предложенный алгоритм использования соче-
тающихся приемов пролонгирования жизнеспособности клеток в длительно (до 12 мес.) хранящих-
ся культурах молочнокислых организмов предложен впервые и может быть рекомендован для ста-
билизации клеток МКО как в кисломолочных пищевых продуктах, так и в заквасочных культурах.
В работе впервые показано, что дрожжевым компонентом стабильной ассоциации с молочнокис-
лыми бактериями является C. parapsilosis.
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Молочнокислые бактерии (МКБ) являются
важной группой бактерий-симбионтов животных
и растений. В природе они встречаются на по-
верхности растений, фруктов, овощей, зерна, в
молоке, наружных и внутренних эпителиальных
покровах человека, животных, птиц, рыб. МКБ
обладают рядом биохимических особенностей,
на основании которых они выделены в отдельную
физиологическую группу важнейших для челове-
ка пробиотических бактерий, обладающих спо-
собностью к образованию молочной кислоты,
продукции высокоактивных внеклеточных гид-
ролаз, синтезу бактериоцинов, нейроактивных
биогенных аминов, сбраживанию растительных и
животных углеводов (Sonomoto, Yokota, 2011;
Lantinen et al., 2012; Олескин и соавт., 2016).

Следует отметить, что МКБ часто образуют
симбиозы с грибами (в т.ч. дрожжами), развива-
ясь в виде сложных ассоциаций, например, в чай-
ном грибе (Юркевич, Кутышенко, 2002; Рого-

жин, Рогожин 2017), кефирном зерне (Lopitz-Ot-
soa et al., 2006), при сбраживании сусла для
получения квасов, сквашивании растительных
продуктов и в других случаях. По этой причине
стал широко употребим термин “молочнокислые
организмы” (МКО), объединяющий молочно-
кислые бактерии и грибы.

Обладая вышеперечисленными свойствами,
МКО играют важную роль в пищевых биотехно-
логиях для получения кисломолочных и кваше-
ных продуктов, напитков, широко применяются
в сельском хозяйстве, медицине и других отрас-
лях (Sonomoto, Yokota, 2011; Lantinen et al., 2012;
Олескин и соавт., 2016).

Недостатком продуктов на основе МКО явля-
ется высокая скорость отмирания их клеток
(Thomas, Batt, 1968; Ng et al., 2011). Как правило,
сроки хранения, при которых титр МКО сохраня-
ется на заявленном производителем уровне (106–
108 КОЕ/мл) не превышает 4 нед. В течение этого
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времени титр МКО в продукте снижается в 10 и
более раз (Shin et al., 2000). О минимальном со-
держании МКО в молочнокислых и квашеных
продуктах для проявления ими пробиотических
свойств нет единого мнения. Титр 108 КОЕ/мл
считается минимальным для реализации продук-
том пробиотических свойств в толстом кишечни-
ке и 106 КОЕ/мл – в тонком кишечнике (Minelli,
Benini, 2008). Международными организациями
здравоохранения и питания утвержден мини-
мальный уровень содержания МКО в продуктах
питания – 107 КОЕ/мл для общего количества
МКО, 106 КОЕ/мл – для специальных групп мо-
лочнокислых бактерий, 104 КОЕ/мл – для дрож-
жей (Codex …, 2003–2018).

Для продления жизнеспособности МКО са-
мым распространенным способом является сни-
жение температуры хранения продуктов и препа-
ратов до близких к нулевым значениям, что уве-
личивает энергозатраты. Также для продления
времени хранения МКО используют такие мето-
ды как селекция более устойчивых клонов (ли-
ний), инкапсулирование, изоляция от кислорода
воздуха, применение стабилизирующих добавок
и др. (Talwalkar, Kailasapathy, 2006).

Целью исследования было разработать техно-
логически простые способы продления сроков
сохранения жизнеспособности клеток молочно-
кислых организмов и сравнить их относительную
эффективность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектами исследования были музейные

штаммы МКО и штаммы, выделенные авторами
из ассоциации МКО, селектируемой в течение
6 мес. по признаку сохранения клетками жизне-
способности (колониеобразующей способности)
в процессе хранения при комнатной температуре
(табл. 1).

Молочнокислые бактерии и дрожжи культиви-
ровали в стерильном обезжиренном молоке в кол-
бах объемом 250 мл с 50 мл среды, на орбитальной
качалке (100 об./мин) в течение 2 сут при темпера-
туре 28–30°С до стационарной фазы роста (чис-

ленность живых клеток составляла (2–11) ×
× 108 КОЕ/мл). Инокулят – культуры стационар-
ной фазы роста – вносили в количестве 5%
(об./об.). При выращивании бинарных культур
инокулят состоял из бактерий и дрожжей в про-
порции 1 : 1 (по числу КОЕ).

Численность живых клеток определяли как
количество колониеобразующих единиц (КОЕ) в
1 мл культуры при высеве аликвот (десятичных
разведений) на агаризованную (1.5%) среду MRS
(de Man et al., 1960).

Для хранения МКО в условиях доступа воздуха
использовали микробиологические пробирки с
ватно-марлевыми пробками, а для хранения в
бескислородных условиях – пластиковые шпри-
цы с герметично закупоренными иглами. Через
определенные интервалы времени из хранящихся
культур отбирали аликвоту для определения чис-
ленности жизнеспособных клеток (КОЕ/мл). В
смешанных культурах определяли удельное со-
держание организмов как микроскопически, так
и методом высева на плотную среду MRS.

В качестве стабилизирующих добавок, кото-
рые вносили в стационарные культуры МКО, ис-
пользовали: углеводы – крахмал или карбоксиме-
тилцеллюлозу (3%), белки – желатин (5%), анти-
оксиданты – орцин (0.0025–0.05%) или
гексилрезорцин (0.0005–0.0025%); молочный
жир (5%). Все реактивы приобретены в “Sigma”,
молочный жир был использован в виде 20% уль-
трапастеризованных сливок, приобретенных в
розничной сети, стерильность которых предвари-
тельно была проверена высевом на плотные
среды.

Все опыты выполнены в трех повторностях с
тремя праллельными вариантами в каждой. На
рисунках представлены средние значения, рас-
считанные с применением пакета прикладных
программ Excel 1997/2003.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ассоциацию длительно выживающих МКО

выделили из рыночного молочнокислого продук-
та (простокваши) в процессе многократного пас-

Таблица 1. Микроорганизмы, использованные в настоящей работе

Организм Источник

Lactobacillus acidophilus B-1660 Всероссийская коллекция микроорганизмов (ВКМ РАН)
Lactobacillus casei B-1144 ВКМ РАН
Lactobacillus pentosus B-1941 ВКМ РАН
Lactococcus lactis ТБ2 Коллекция ГосНИИ генетики и селекции промышленных штаммов 

микроорганизмов
Lactobacillus plantarum (ИНМИ) Выделен в процессе исследования
Candida parapsilosis (ИНМИ) Выделен в процессе исследования
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сирования. В ультрапастеризованное обезжирен-
ное молоко (50 мл в колбе объемом 250 мл) вносили
инокулят в количестве 5% (об.), культуру инкубиро-
вали при 28–30°С в течение 2 сут на орбитальной
качалке (100 об./мин). Через 2 сут культивирования
наблюдали створаживание и закисление молока;
титр МКО составлял (3–11) × 108 КОЕ/мл. Культу-
ру хранили в течение 3 нед. при комнатной темпе-
ратуре в статическом режиме, после чего использо-
вали как инокулят (5% по объему) для следующего
цикла культивирования/селекции, как описано
выше. Всего было проведено 10 циклов селекции.
В итоге, через 6 мес. селекции, была получена ас-
социация МКО, состоящая из двух организмов –
бактерии и дрожжевого гриба. На основании куль-
турально-морфологических свойств и определе-
ния нуклеотидных последовательностей 16S рРНК
(для бактерий) или 28S рРНК (для дрожжей) орга-
низмы чистых культур были идентифицированы
как Lactobacillus plantarum и Candida parapsilosis.
Монокультуры L. plantarum и C. paraрsilosis и их
бинарная культура, полученная при равной ино-
куляции обоих организмов (1 : 1 по КОЕ), были
исследованы в течение 180 сут для определения
скорости отмирания клеток (рис. 1).

Объектами сравнения были чистые культуры
музейных штаммов молочнокислых бактерий
(табл. 1, 2). Результаты определения численности
жизнеспособных клеток (КОЕ) в процессе хранения
культур МКО при температуре 17–25°С без приме-
нения каких-либо специальных приемов поддержа-
ния их жизнеспособности показали, что наибольшей
скоростью отмирания характеризовались бактерии
Lactococcus lactis (ВКМ) (0.4 lg/сут), наименьшей –
бинарная культура бактерий и дрожжей, изоли-
рованных из селектированной ассоциации −
L. plantarum и C. paraрsilosis. Следует отметить, что
музейные штаммы отмирали гораздо быстрее
(КОЕ ∼ 102 кл./мл до 30 сут), чем штаммы, выде-
ленные из ассоциации специально селектирован-
ной по признаку длительного выживания (КОЕ ∼
∼ 102 кл./мл до 60 сут). Наиболее важно, что в со-
ставе бинарной культуры эти штаммы выживали
гораздо успешнее (КОЕ ∼ 102 кл./мл до 180 сут),
чем при росте в монокультурах. При этом, во-
первых, суммарная численность клеток МКО в би-
нарной культуре в стационарной фазе (7 сут роста)
была на порядок больше, чем в монокультурах, а
кривая отмирания не была монотонной; во-вторых,
при хранении в течение 90 сут численность КОЕ в
бинарной культуре L. plantarum−C. paraрsilosis со-
хранялась на уровне 108 КОЕ/мл. В-третьих, в
культуре, изначально содержащей равные кон-
центрации клеток бактерий и дрожжей, произо-
шли изменения в их удельном содержании – доля
бактерий снизилась до 25–30%, а доля дрожжей
возросла до 70–75%. Отметим, что удельное со-
держание кисломолочных бактерий и дрожжей

было выше рекомендуемого (Codex… 2003–2018),
где численность МКБ установлена в пределах не
ниже 106 кл./мл, а дрожжей – 104 кл./мл.

Клетки в бинарной культуре отмирали в тече-
ние 30 сут со скоростью 0.04 lg КОЕ/мл сут, что в
3–4 раза медленнее, чем в монокультурах (табл. 2).
Затем, до 90 сут хранения, численность жизне-
способных клеток стабилизировалась на уровне
107–108 кл./мл, более высоком, чем рекомендо-
ванный как минимальный для содержания МКО
в продуктах питания. После 90 сут хранения ско-
рость отмирания бинарной культуры возросла до
0.06 и поддерживалась на этом уровне до 180 сут
хранения. Наличие такого плато в период 30–
90 сут хранения может быть обусловлено образо-
ванием в бинарной культуре клеток-персистеров
(Michiels, Fauvart, 2016) и покоящихся цистопо-
добных клеток (ЦПК), формирование которых в
циклах развития периодических культур было по-
казано ранее как для молочнокислых бактерий
(Лойко и соавт., 2015), так и дрожжей (Эль-Реги-
стан и соавт., 2006). Высокая численность покоя-
щихся форм в хранящейся бинарной культуре,
составляющая 10–15% от численности клеток в
стационарной культуре, показана впервые и, по-
видимому, может быть следствием межклеточных
взаимодействий при совместном культивирова-
нии бактерий и дрожжей. Последующее сниже-
ние численности КОЕ (через 90 сут хранения) мо-
жет объясняться переходом покоящихся клеток в
некультивируемое состояние в примененных
условиях хранения при доступе кислорода при
комнатной температуре, что создает возможность

Рис. 1. Изменение численности жизнеспособных
клеток (КОЕ/мл) молочнокислых организмов при
хранении в течение 6 мес.: 1 – L. acidophilus (ВКМ);
2 – Lactococcus lactis (ВКМ); 3 – L. plantarum; 4 –
C. paraрsilosis; 5 – ассоциация L. рlantarum и C. paraрsi-
losis. Пунктирной горизонтальной линией отмечен
уровень КОЕ, соответствующий 107 кл./мл, утвер-
жденный международными организациями здраво-
охранения и питания как минимальный в продуктах
питания.
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образования активных форм кислорода и постоян-
ного окислительного стресса.

Исходя из этого в следующих экспериментах
выросшую бинарную культуру 30-сут возраста
помещали в условия отсутствия доступа кислоро-
да воздуха при хранении в герметично закрытых
пластиковых шприцах. Результаты, представлен-
ные на рис. 2, свидетельствуют, что хранение в
условиях ограниченного доступа воздуха ради-
кально изменяет скорость снижения численно-
сти КОЕ, что является показателем отмирания
клеток микроорганизмов. Так, при хранении в те-
чение 6 мес. в условиях свободного доступа возду-
ха титр (численность КОЕ) МКО снизился до
уровня 102 КОЕ/мл, тогда как при хранении в тече-
ние 15 мес. в условиях ограниченного доступа воз-
духа численность колониеобразующих клеток ста-
билизировалась на уровне 1.2–1.4 × 107 КОЕ/мл,
рекомендованном для титра МКО в продуктах
питания (Codex… 2003–2018).

В третьей серии экспериментов были примене-
ны способы дополнительной стабилизации клеток
МКО, основанные на применении стабилизирую-

щих добавок, в качестве которых были использо-
ваны: антиоксиданты (орцин и гексилрезорцин),
полимеры углеводной и белковой природы (крах-
мал, карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ) и жела-
тин), а также молочный жир. На рис. 3 представ-
лены результаты хранения бинарных культур мо-
лочнокислых бактерий и дрожжей в течение
12 мес. при комнатной температуре в присутствии
разных стабилизирующих добавок. При анализе ре-
зультатов принимали за 100% (контроль) числен-
ность КОЕ в культурах без стабилизирующих доба-
вок, хранящихся 2 и 12 мес. (табл. 3). Значимое вли-
яние стабилизирующих добавок было выявлено
преимущественно для вариантов 12-мес. хранения:
для гексилрезорцина и желатина – увеличение КОЕ
в 2 раза, для орцина и крахмала – в 5–6 раз. Одно-
значно негативно влияло добавление молочного
жира: количество КОЕ снижалось на 1–2 поряд-
ка, что, по-видимому, связано со способностью
жиров окисляться с образованием долгоживущих
перекисей, повреждающих клеточные мембраны.

Полученные результаты согласуются с литера-
турными данными. Известны такие приемы по-
вышения стрессоустойчивости и выживания мо-
лочнокислых бактерий, как ограничение доступа
воздуха, комбинированный рост молочнокислых
бактерий, применение стабилизирующих доба-
вок и защитных сред (Talwalkar, Kailasapathy,
2006; Dijkstra et al., 2018). Например, для защиты
от повреждений при сушке МКБ применяют спо-
собы их выращивания в высококонцентрирован-
ном сусле (Huang et al., 2018).

Показано, что молочнокислые бактерии
L. рlantarum, Lactococcus lactis и дрожжи S. cerevisiae
дают больший выход биомассы при совместном

Таблица 2. Скорости отмирания клеток МКО при хра-
нении их культур в течение 30 сут. Скорость отмира-
ния выражена в единицах lg (КОЕ/мл)/сут

Организм (ассоциация) Скорость отмирания, 
lg(КОЕ)/мл/сут

L. аcidophilus В-1660 0.19
Lactococcus lactis ТБ2 0.36
L. plantarum ИНМИ 0.13
C. paraрsilosis ИНМИ 0.17
L. plantarum–C. paraрsilosis 0.04

Рис. 2. Выживание клеток в бинарной культуре мо-
лочнокислых бактерий L. рlantarum и дрожжей
C. paraрsilosis (при их начальной удельной доле в
культуре по 50%) в условиях хранения: 1 – с доступом
воздуха; 2 – с ограничением доступа воздуха.
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культивировании, что можно объяснить обменом
азотистыми метаболитами, лежащим в основе му-
туалистических взаимоотношений симбионтов
(Ponomarova et al., 2017).

В работе Ng et al. (2011) показано, что совмест-
ное культивирование ряда штаммов молочнокис-
лых бактерий повышало степень выживаемости
Lactococcus lactis. Однако имеются данные о се-
лективности таких взаимодействий: если некото-
рые штаммы повышали выживаемость целевого
штамма МКБ, то другие бактерии действовали
негативно (Vinderola et al., 2002). При этом отме-
чено, что для проявления положительного влия-
ния совместного культивирования необходимо
присутствие живых клеток, а не только их метабо-
литов (Ng et al., 2011). По-видимому, помимо тро-
фических взаимодействий, на выживаемость
МКБ влияют метаболиты, регулирующие образо-
вание стрессоустойчивых клеток, предназначен-
ных для выживания популяций (Николаев и со-
авт., 2006).

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований, имеющих целью повышение жизне-
способности молочнокислых организмов, пред-
ложен новый алгоритм последовательного при-
менения микробиологических и биохимических
приемов, применение которых обеспечивает су-
щественное снижение скорости отмирания кле-
ток МКО:

– использование природных ассоциаций мо-
лочнокислых организмов для выделения штам-
мов МКО, естественно адаптированных к сокуль-
тивированию;

– селекция природных ассоциаций МКО по
заданному технологическому свойству, в настоя-
щем исследовании – по признаку длительности
сохранения жизнеспособности клеток;

– ограничение доступа воздуха в процессе хра-
нения культур/продуктов на основе МКО;

– внесение стабилизирующих добавок (анти-
оксидантов, полимеров углеводной и белковой
природы) в хранящиеся в отсутствие доступа кис-
лорода бинарные (многокомпонентные) культу-
ры МКО.

Кроме того, впервые показано, что дрожжевым
компонентом стабильной ассоциации с молочно-
кислыми бактериями является C. parapsilosis.
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Abstract—Approaches to stabilizing the cells of lactic acid organisms (LAO) investigated in the present work
resulted in maintaining the viable cell titer at 107–108 cells/mL, the value recommended for the LAO titer in
foodstuffs, for 12 months. Natural LAO associations selected for long-term preservation of LAO cell viability
exhibitied high efficiency. Lactic acid bacteria Lactobacillus plantarum and yeasts Candida parapsilosis were
isolated from the association isolated from market curdled milk and selected for 6 months. The death rate of
these LAO in binary culture (50% of each component) was several times lower than in monocultures. Adding
other approaches for cell stabilization in a binary LAO culture (anoxic conditions and stabilizing antioxidant
and biopolymer supplements) resulted in a 5- to 6-fold increase in the number of viable cells after 12-month
storage. The algorithm for combined application of several approaches to prolongation of cell viability in the
cultures of lactic acid microorganisms during long-term storage (up to 12 months) was not reported previous-
ly. It may be recommended for LAO cell stabilization both in fermented milk products and in leaven cultures.
This is the first report of C. parapsilosis as the yeast component of a stable association with lactic acid bacteria.

Keywords: lactic acid microorganisms, binary cultures, Lactobacillus рlantarum, Candida parapsilosis, viabil-
ity prolongation, cell stabilization
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