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Кефирный грибок представляет собой естественный симбиотический консорциум бактерий и
дрожжей и является уникальным источником новых пробиотических микроорганизмов. В данной
работе три новых изолята лактобацилл – Lactobacillus helveticus и два штамма Lacticaseibacillus para-
casei – были выделены из кефирного грибка, происходящего из Северо-Кавказского региона Рос-
сии, и проведена их биохимическая и молекулярно-генетическая идентификация. Для всех штаммов
были описаны профили ферментативных активностей, а также проведен скрининг устойчивости к
антимикробным препаратам и наличия генетических детерминант антибиотикорезистентности. При
ферментации коровьего молока все три штамма показали более низкую кислотообразующую актив-
ность по сравнению с кефирной закваской, но сопоставимую с ней протеолитическую, антиокси-
дантную и гипотензивную активности.
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За последнюю пару десятилетий произошел
существенный сдвиг в понимании взаимосвязи
питания и здоровья. Взгляд, который можно оха-
рактеризовать фразой “еда как источник веществ
и энергии”, постепенно дополнился новой фор-
мулировкой – “еда как лекарство” [1]. Помимо
обеспечения организма питательными вещества-
ми, необходимыми для нормального протекания
метаболических процессов, еда теперь рассмат-
ривается как инструмент для улучшения самочув-
ствия и профилактики заболеваний [2]. Сегодня,
более чем когда-либо прежде, потребители заин-
тересованы в контроле над своим здоровьем. От-
ражением данной тенденции является появле-
ние таких новых терминов, как “функциональ-
ное питание”, “нутрицевтики”, “пробиотики” и
“пребиотики” [3].

Новый взгляд на питание изменил отношение
потребителей к ряду давно известных продуктов,
а в особенности к ферментированной пище. Ес-
ли ранее ферментация рассматривалась как
способ приготовления пищи, при котором рост
и метаболическая активность микроорганизмов
используются для сохранения продуктов, то

сейчас ферментированная еда рассматривается
как важный источник биологически активных со-
единений [4]. В случае кисломолочных продуктов,
последние тенденции указывают на неуклонно
возрастающий интерес к продуктам, подвергаю-
щимся естественному сквашиванию при помощи
спонтанно сформировавшихся микробных кон-
сорциумов [5].

Кефир – традиционный кисломолочный про-
дукт, произведенный путем смешанного (молоч-
нокислого и спиртового) брожения с использова-
нием закваски, приготовленной на кефирных
грибках, или “кефирных зернах” (“kefir grains”) [6, 7]
без добавления чистых культур молочнокислых
микроорганизмов и дрожжей. Кефирный грибок –
единственная спонтанно сформировавшаяся есте-
ственная симбиотическая закваска, применяемая
в промышленном масштабе. Кефирные грибки
содержат различные бактерии и дрожжи, заклю-
ченные в матрицу белка и полисахаридов [8]. Ис-
следования ряда авторов показали, что в качестве
доминирующих микроорганизмов в составе ке-
фирных грибков определяются лактобациллы
70–95%, лактококки – 5–8%, дрожжи – 0.5–3% и
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уксуснокислые бактерии – около 0.05% [7]. Лак-
тобациллы представлены такими видами как Lac-
tobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefir, Lactoba-
cillus parakefir, Lactobacillus casei, Lactobacillus aci-
dophilus, Lactobacillus rhamnosus и др.; лактококки –
преимущественно Lactococcus lactis. Среди дрожжей
идентифицированы такие виды как Kazachstania
exigua, Dekkera bruxellensis и Kluyveromyces marxianus.
Многовидовая микрофлора кефирного грибка су-
щественно влияет на качество (вкус и консистен-
цию) и функциональные свойства кефира. Вместе
с тем, видовой состав кефирных грибков в большой
степени зависит от места их происхождения и раз-
личается в разных географических регионах [8].
Данные различия могут быть связаны как с разны-
ми источниками выделения кефирных грибков,
так и с разными технологиями, используемыми во
время их культивирования и обработки [9].

Изучение микробного состава и функциональ-
ных свойств кефира является одной из актуальных
тем для исследований в последние десятилетия [10].
Регулярное потребление кефира улучшает пищева-
рение, оказывает антибактериальный, гипохолесте-
ринемический, антигипертензивный, противовос-
палительный эффекты на организм, а также спо-
собствует снижению глюкозы в плазме крови [7].
Подобные оздоравливающе эффекты кефира, как
правило, связывают с наличием лактобацилл в со-
ставе кефирных грибков.

Цель работы – выделение отдельных штаммов
лактобацилл из кефирного грибка и исследование
их функционального потенциала, что позволит в
дальнейшем разрабатывать с их использованием
ассоциации заквасочных культур для производства
кисломолочных продуктов с определенным на-
правленным оздоравливающим действием.

МЕТОДИКА
Культуры. В работе использовались кефирные

грибки из коллекции Всероссийского научно-ис-
следовательского института молочной промыш-
ленности (ВНИМИ), полученные на Северных
склонах кавказского хребта (Россия). Для культи-
вирования использовали пастеризованное обез-
жиренное молоко.

Реактивы. В работе использовались реактивы
производства фирмы “Sigma-Aldrich” (США),
остальные реактивы отечественного производ-
ства имели квалификацию “ос. ч.” или “х. ч.”.
Все буферы, использованные в работе, были
профильтрованы через нитроцеллюлозные мем-
браны фирмы “Millipore” (Германия) с диамет-
ром пор 0.45 мкм.

Выделение чистых культур лактобацилл. Перед
проведением исследований кефирные грибки куль-
тивировали в пастеризованном обезжиренном ко-
ровьем молоке для получения кефирной закваски в

соответствии с “Технологической инструкцией по
приготовлению и применению заквасок для кис-
ломолочных продуктов на предприятиях молоч-
ной промышленности” [11]. После чего кефир-
ные грибки отделяли от кефирной закваски с ис-
пользованием профламбированного сита, отбирали
10 г кефирного грибка и ресуспендировали в 90 мл
стерильного раствора хлористого натрия, далее
гомогенизировали с использованием лаборатор-
ного блендера (“Bosh”, Германия). Из полученной
суспензии готовили ряд десятикратных разведе-
ний в стерильном растворе хлористого натрия и
проводили посев в MRS-бульон с добавлением
10% этанола. Посевы культивировали при темпе-
ратуре 30 ± 1°С в течение 3–5 сут для обогащения
среды лактобациллами. Для выделения отдель-
ных штаммов проводили посев обогащенной
культуры лактобацилл на агаризованную среду
MRS (pH = 5.4) и инкубировали в анаэробных
условиях с использованием газогенерирующей
системы GasPak EZ Anaerobe Container System
(“BD Biosciences”, США) при температуре 30 ±
± 1°С в течение 3–5 сут. Среди морфологически
идентичных колоний (по окраске, форме, тексту-
ре) для выделения в чистую культуру выбирали
одну и пересевали на питательную среду MRS-бу-
льон (pH 5.4), после чего инкубировали при тем-
пературе 30 ± 1°С в течение 24–48 ч для накопле-
ния клеток.

Идентификация изолятов лактобацилл. Биохи-
мическую идентификацию выделенных лактоба-
цилл проводили с использованием тест-систем
API 50CH (“BioMerieux”, Франция). Для этого
суспензию чистой культуры микроорганизма,
приготовленную по стандарту мутности 2 Mac
Farland на основе жидкой среды API 50 CHL,
инокулировали в лунки стрипа API 50CH сразу
после приготовления. Стрипы в специальных за-
крытых контейнерах инкубировали в термостате
при 37°С. Окончательный учёт результатов про-
водили через 48 ч. Видовую принадлежность мик-
роорганизма определяли с помощью веб-сервера
“APIWEB” (https://apiweb.biomerieux.com).

Для подтверждения фенотипической и биохи-
мической идентификации полученных изолятов
было проведено их генотипирование. Для геноти-
пирования изолятов лактобацилл 16-часовая куль-
тура каждого штамма высевалась на жидкую MRS
среду и инкубировалась анаэробно в течение 48 ч
при 37°C. Геномную ДНК выделяли с использо-
ванием коммерческого набора DNeasy Mini Kit
(“Qiagen”, США). Выделенную ДНК хранили
при –20°C и в дальнейшем использовали во всех
ПЦР в данном исследовании.

ПЦР амплификацию гена 16S рРНК проводи-
ли согласно [12] с использованием набора Taq
ДНК-полимераза (“Евроген”, Россия) и прайме-
ров bak11w (5'-AGT TTG ATC MTG GCT CAG-3')
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и bak4 (5'-AGG AGG TGA TCC ARC CGC A-3').
Для проверки успешности ПЦР-амплификации
проводили электрофорез в 2%-ном агарозном ге-
ле. Успешно амплифицированные ПЦР продук-
ты выделяли из агарозного геля с использованием
коммерческого набора QIAquick Gel Extraction
Kit (“Qiagen”, США). Секвенирование по Сэнге-
ру очищенных ПЦР продуктов осуществлялось с
применением тех же праймеров, что и для прове-
дения ПЦР.

Для описания морфологии колоний и клеток
микроорганизмов использовали иммерсионную
микроскопию (микроскоп BX50, “Olympus”,
Япония).

Ферментативный профиль лактобацилл. Оцен-
ку ферментативной активности выделенных из
кефирного грибка штаммов лактобацилл прово-
дили с использованием наборов API ZYM (“Bio-
Merieux”, Франция). Система API ZYM позво-
ляет проводить полуколичественное измерение
ферментативных активностей. Эта система пред-
ставляет собой стрип с 20 лунками, 19 из которых
содержат дегидратированный хромогенный суб-
страт для выявления активности различных фер-
ментов и лунку без субстрата в качестве отрица-
тельного контроля. В лунки добавляли буфер и
суспензию клеток исследуемых бактерий, после
чего тест-полоска инкубировалась 48 ч при 37°С.
Далее проводили визуальную оценку изменения
цвета субстрата в лунке по шкале 0–5 по сравне-
нию с контролем.

Определение антибиотикорезистентности. Ан-
тибиотическая резистентность штаммов лактоба-
цилл анализировалась диско-диффузным методом
с помощью набора дисков, пропитанных различ-
ными видами антибиотиков. Диски накладыва-
лись на плотную питательную среду, засеянную
культурой исследуемого штамма, после чего осу-
ществляли культивирование в течение суток при
температуре 37°С и последующее измерение диа-
метра зоны задержки роста вокруг дисков.

Для проверки наличия генов антибиотикоре-
зистентности проводили ПЦР-амплификацию с
выделенной геномной ДНК, используя набор Taq
ДНК-полимераза (“Евроген”, Россия), согласно
инструкции производителя. Последовательности
праймеров и основные параметры амплифика-
ции приведены в табл. 1. Для проверки успешно-
сти ПЦР-амплификации, проводили электрофо-
рез в 2%-ном агарозном геле.

Функциональные свойства штаммов лактоба-
цилл и кефирной закваски. Для изучения функци-
ональных свойств кефирной закваски и штаммов
лактобацилл в стерильное обезжиренное молоко
вносили 1% инокулята соответствующих микро-
организмов и проводили культивирование в тер-
мостате при температуре (24 ± 2)°С (кефирная за-
кваска), 30°С (L. paracasei) и 37°С (L. helveticus) в

течение 72 ч. В ходе ферментации через 6, 16, 24,
48 и 72 ч стерильно отбирали аликвоты молока,
после чего проводили измерение количества жиз-
неспособных клеток (КОЕ) и рН с использовани-
ем рН-метра Seven Easy (“Mettler Toledo”, США).
В белково-пептидных фракциях ферментирован-
ного молока определяли протеолитическую, ан-
тиоксидантную и АПФ-ингибирующую (гипо-
тензивную) активности.

Определение количества жизнеспособных кле-
ток. В кефирной закваске определяли общее ко-
личество жизнеспособных молочнокислых мик-
роорганизмов методом наиболее вероятного
числа молочнокислых бактерий (НВЧ) при по-
мощи посева в пробирки со стерильным обезжи-
ренным молоком и инкубирования при 30°С в
течение 72 ч. Количество клеток определяли по
ГОСТ 33951–2016 [13].

Количество клеток лактобацилл определяли
методом посева на питательную среду MRS-агар
(ООО “НПЦ Биокомпас-С”, Россия). Культиви-
рование проводили в анаэробных условиях при
30 ± 1°С для L. paracasei и 37 ± 1°С для L. helveticus
c использованием анаэростата (“Oxiod”, США) и
газ-пакетов GasPak (“BD Biosciences”, США),
подсчитывались все выросшие на среде в течение
72 ч колонии.

Получение белково-пептидных фракций. Аликво-
ту (15 мл) образца ферментированного молока цен-
трифугировали при температуре 4°С в течение
30 мин при 10000 g на центрифуге 5702R (“Eppen-
dorf”, Германия) и фильтровали надосадочную
жидкость вместе с жировым слоем через склад-
чатый бумажный фильтр (MN 640W, “Macherey-
Nagel”, Германия). рН фильтрата доводили до 4.6
добавлением 0.1 М раствора гидроксида натрия,
после чего фильтрат центрифугировали при 4°С в
течение 30 мин при 10 000 g на центрифуге 5702R
(“Eppendorf”, Германия) и фильтровали через
шприцевые фильтры с гидрофильной мембраной
с диаметром пор 0.45 мкм (“Sartorius”, Германия).
Полученные белково-пептидные фракции замо-
раживали и хранили при температуре –73°С до
проведения анализа.

Перед проведением анализа образцы белково-
пептидных фракций ферментированного молока
размораживали и дополнительно фильтровали с
помощью шприцевых фильтров с гидрофильной
PVDF-мембраной с диаметром пор 0.45 мкм
(“Carl Roth”, Германия).

Протеолитическая активность. Протеолитиче-
скую активность определяли путем измерения ко-
личества высвобождаемых аминогрупп в исследу-
емых образцах спектрофотометрическим методом
с использованием 2,4,6-тринитробензолсульфо-
новой кислоты (TNBS) [14]. Оптическую плот-
ность растворов определяли на микропланшет-
ном фотометре-флуориметре Synergy2 (“BioTek”,
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США) при длине волны 340 нм. В качестве стан-
дарта для определения протеолитической актив-
ности использовали L-лейцин (“Sigma-Aldrich”,
США). Результаты измерений выражали в мМ эк-
вивалентов лейцина.

Антиоксидантная активность. Антиоксидант-
ную активность in vitro в образцах определяли
флуоресцентным методом ORAC (oxygen radical
absorbance capacity) с помощью микропланшет-

ного фотометра-флуориметра BioTek Synergy 2
(“BioTek”, США) с генерацией пероксильного ра-
дикала в реакционной среде [15].

АПФ-ингибирующая (гипотензивная) актив-
ность. Гипотензивную активность in vitro в образ-
цах определяли по их способности ингибировать
ангиотензин-1-превращающий фермент (АПФ) –
ключевое звено ренин-ангиотензиновой систе-
мы, участвующей в регуляции артериального дав-

Таблица 1. Праймеры для проверки наличия генов антибиотикорезистентности и параметры ПЦР-амплифи-
кации

* RPP – гены, кодирующие белки-защитники рибосомы (включая tet(M), tet(O), tet(Q), tet(S), tet(T), tet(W), tet(32) и tet(36)).

Ген Праймеры Последовательность ПЦР Ссылка

Аминогликозиды:

aac(6′)-aph(2″) aac_F 5'-CCAAGAGCAATAAGGGCATA-3' Tm = 60°C
≈220 bp

 [36]

aac_R 5'-CACTATCATAACCACTACCG-3'

aad(E) aad(E)_F 5'-GCAGAACAGGATGAACGTATTCG-3' Tm = 55°C
≈369 bp

 [37]

aad(E)_R 5'-ATCAGTCGGAACTATGTCCC-3'

Тетрациклины:

RPP* DI 5'-GAYACNCCNGGNCAYRTNGAYTT-3' Tm = 50°C
≈1083 bp

 [38]

DII 5'-GCCCARWANGGRTTNGGNGGNACYTC-3'

Tet-1 5'-GCTCACGTTGACGCAGGAA-3' Tm = 50°C
≈1300 bp

 [39]

Tet-2 5'-AGGATTTGGCGGGACTTCTA-3'

tet(K) tet(K)_F 5'-TTATGGTGGTTGTAGCTAGAAA-3' Tm = 45°C
≈348 bp

 [40]

tet(K)_R 5'-AAAGGGTTAGAAACTCTTGAAA-3'

tet(L) tet(L)_F 5'-GTMGTTGCGCGCTATATTCC-3' Tm = 45°C
≈696 bptet(L)_R 5'-GTGAAMGRWAGCCCACCTAA-3'

Амфениколы:

cat cat_F 5'-ATGACTTTTAATATTATTRAWTT-3' Tm = 49°C
≈648 bp

 [41]

cat_R 5'-TCATYTACMYTATSAATTATAT-3'

MLS:

erm(A) erm(A)_F 5'-TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA-3' Tm = 48°C
≈645 bp

 [42]

erm(A)_R 5'-CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT-3'

erm(B) erm(B)_F 5'-GAAAAGGTACTCAACCAAATA-3' Tm = 50°C
≈639 bperm(B)_R 5'-AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC-3'

erm(C) erm(C)_F 5'-TCAAAACATAATATAGATAAA-3' Tm = 43°C
≈642 bperm(C)_R 5'-GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT-3'

erm(F) erm(F)_F 5'-CGGGTCAGCACTTTACTATTG-3' Tm = 500°C
≈466 bp

 [43]

erm(F)_R 5'-GGACCTACCTCATAGACAAG-3'

erm(T) erm(T)_F 5'-CCGCCATTGAAATAGATCCT-3' Tm = 55°C
≈478 bp

 [44]

erm(T)_R 5'-GCTTGATAAAATTGGTTTTTGGA-3'

mef(A) mef(A)_F 5'-ACCGATTCTATCAGCAAAG-3' Tm = 43°C
≈940 bp

 [45]

mef(A)_R 5'-GGACCTGCCATTGGTGTG-3'
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ления – как описано в работе [15]. Измерения
проводили с помощью микропланшетного фото-
метра-флуориметра BioTek Synergy 2 (“BioTek”).

Все эксперименты были выполнены в 3 биоло-
гических повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выделение, биохимическая и молекулярно-гене-

тическая идентификация штаммов. По результа-
там последних исследований перспективными
источниками новых эффективных пробиотиче-
ских штаммов могут быть кисломолочные про-
дукты, получаемые путем естественного сквашива-
ния [16]. В этом отношении внимания заслуживают
естественно сформированные популяции микро-
организмов, входящие в состав кефирных грибков
[8, 17].

Для выделения чистых культур микроорганиз-
мов, кефирные зерна отделяли от закваски, гомоге-
низировали и вносили в жидкую накопительную
среду с добавлением спирта, способствующую пре-
имущественному росту бактерий семейства Lacto-
bacillaceae (поскольку лактобациллы более спирто-
устойчивы, по сравнению с лактококками). При
дальнейшем высеве накопительной культуры на
агаризованную среду наблюдали поверхностные
колонии округлой формы и вытянутые глубин-
ные. При микроскопировании изолятов в первые
дни после выделения наблюдали многочисленные
длинные цепочки палочек, напоминающие спле-
тение стромы кефирного грибка. Через несколько
пересевов цепочки палочек распадались и наблю-
дались лишь отдельные короткие и длинные па-
лочки. В результате из кефирной закваски в чи-
стую культуру были выделены три штамма лакто-
бацилл.

Результаты биохимической идентификации с
использованием системы API 50CH не дали одно-
значной идентификации в случае изолята № 1 и
выделенный микроорганизм был предварительно
отнесен к Lactobacillus acidophilus (табл. 2). Изоля-
ты № 2 и № 3 были отнесены к Lactobacillus curva-
tus (99.9% идентичности) и Lactobacillus plantarum
(98.7% идентичности) соответственно (табл. 2).
Как было отмечено ранее в работе Королевой [18],
при выделении отдельных молочнокислых бакте-
рий из кефирного грибка, возникали трудности,
связанные с тем, что чистые культуры микроорга-
низмов, либо не росли в молоке, либо утрачивали
свою биохимическую активность. В связи с этим
их биохимическая идентификация могла быть за-
труднена, и для однозначного определения родо-
вой и видовой принадлежности требовалось ис-
пользование молекулярно-генетических методов.

На рис. 1 приведено филогенетическое дерево,
построенное на основе как полученных в данной
работе последовательностей 16S рРНК выделенных

лактобацилл, так и последовательностей 16S рРНК
из штаммов микроорганизмов, ранее использо-
ванных в работе [19] в качестве типовых для сво-
его вида. Расположение выделенных штаммов
на дереве позволило однозначно определить их
родовую и видовую принадлежность: изолят № 1
был идентифицирован как Lactobacillus helveti-
cus, а изоляты № 2 и № 3 – как Lactobacillus para-
casei (в соответствии с новой классификацией
Lacticaseibacillus paracasei). Полученные после-
довательности 16S рРНК были депонированы в
базу данных GenBank, а штаммам присвоены кол-
лекционные номера: L. helveticus KF3 – MW558120
(изолят № 1); L. paracasei KF1 – MW558119 (изо-
лят № 2); L. paracasei ABK – MN994625 (изолят № 3).

Интересно отметить, что штамм L. helveticus
KF3 из кефирного грибка значительно отличался
по биохимическому профилю от штамма L. helve-
ticus NK1, выделенного из ЖКТ человека [20]. В
отличие от последнего, он был не способен сбра-
живать D-фруктозу, D-целлобиозу, D-мальтозу,
D-сахарозу и N-ацетилглюкозамин, однако обла-
дал способностью утилизировать гентиобиозу,
гликоген и эскулин с добавлением цитрата железа
(табл. 2). Что касается двух штаммов L. paracasei,
то оба изолята были способны ферментировать
рибозу, но не глицерин и ксилозу, что отличает
данный вид от других родственных видов лакто-
бацилл. Кроме того, два разных изолята L. paraca-
sei отличались друг от друга по способности ути-
лизировать арбутин и эскулин с добавлением
цитрата железа, а также способностью ферменти-
ровать D-мелибиозу, D-тагатозу и гентиобиозу.

Ферментативная активность штаммов лактоба-
цилл. Актуальной задачей является исследование
ферментативного профиля пробиотических штам-
мов бактерий, в том числе, активности протеоли-
тических и гидролитических ферментов, а также
ферментов антиоксидантной защиты. Качествен-
ные и количественные характеристики фермента-
тивной активности молочнокислых бактерий
имеют большое значение при выборе микроор-
ганизмов в качестве заквасок и пробиотических
препаратов. В результате действия ферментов,
вырабатываемых населяющими кишечник мик-
роорганизмами, образуются различные соеди-
нения, которые оказывают влияние на эпители-
альный обмен, обеспечивают конъюгацию желч-
ных кислот, принимают участие в метаболизме
билирубина и восстановлении холестерина до ко-
простерина, повышают осмотическое давление в
просвете кишки при одновременном понижении
рН и тем самым стимулируют перистальтику ки-
шечника и др. [21]. Большое значение имеют
также гликозил-гидролазы, которые участвуют в
метаболизме многих биологически активных со-
единений растительного происхождения [22].
Некоторые виды микроорганизмов, используе-
мые в качестве пробиотиков и йогуртных заква-
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сок, являются продуцентами гликозил-гидро-
лаз, отсутствующих или недостаточно активных у
человека [23]. При употреблении людьми кисло-
молочных продуктов, содержащих данные микро-
организмы, в их кишечнике появляется активность
α-галактозидазы и увеличивается активность β-га-
лактозидазы (лактазы), недостаточность которой
приводит к непереносимости лактозы.

Оценка ферментативной активности штаммов
лактобацилл проводилась полуколичественным
способом с использованием наборов API ZYM
(рис. 2). Было показано, что штаммы L. paracasei в
целом обладали выраженной и разнообразной

гликозилгидролазной активностью, в то время
как у штамма L. helveticus KF3 были выявлены ак-
тивности всего трёх гликозил-гидролаз. У всех
штаммов лактобацилл была обнаружена умерен-
ная α-галактозидазная (0.5–1 у. ед.) и высокая
β-галактозидазная активность (4–5 у. ед.). У штам-
мов L. paracasei наблюдали достаточно высокую
активность α-глюкозидазы (3–4 у. ед.), но при
этом невысокую активность β-глюкозидазы
(≤0.5 у. ед.) и α-фукозидазы (~0.5 у. ед.), а штамм
L. helveticus KF3 не проявлял этих ферментатив-
ных активностей. Активности β-глюкуронидазы,
α-маннозидазы и α-фукозидазы отсутствовали у

Таблица 2. Биохимические свойства изолятов лактобацилл: Lactobacillus helveticus KF3 – (изолят № 1); Lacticasei-
bacillus paracasei KF1 – (изолят № 2); Lacticaseibacillus paracasei ABK – (изолят № 3)

Соединение
Биохимическая реакция, № 

изолята Соединение

Биохимическая 
реакция,

№ изолята

№ 1 № 2 № 3 № 1 № 2 № 3

Глицерин – – – Салицин – + +

Эритрол – – – D-целлобиоза – + +

D-арабиноза – – – D-мальтоза – + +

L-арабиноза – – – D-лактоза + + +

D-рибоза – + + D-мелибиоза – – +

D-ксилоза – – – D-сахароза – – –

L-ксилоза – – – D-трегалоза – + +

D-адонитол – – – Инулин – – –

Метил-βD-ксилапиранозид – – – D-мелецитоза – + +

D-галактоза – + + D-раффиноза – – –

D-глюкоза + + + Крахмал – – –

D-фруктоза – + + Гликоген + – –

D-манноза + + + Ксилит – – –

L-сорбоза – – – Гентиобиоза + – +

L-рамноза – – – D-тураноза – + +

Дульцитол – – – D-ликсоза – – –

Инозит – – – D-тагатоза – + –

D-маннит – + + D-фукоза – – –

D-сорбит – – – L-фукоза – – –

Метил-αD-маннопиранозид – – – D-арабит – – –

Метил-αD-гдюкопиранозид – – – L-арабит – – –

N-ацетилглюкозамин – + + Глюконат калия – – –

Амигдалин – – – 2-кетоглюконат калия – – –

Арбутин – – +
5-кетоглюконат калия – – –

Эскулин, цитрат железа + – +
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всех тестируемых штаммов. Штаммы L. paracasei
показали также высокую аминопептидазную ак-
тивность (лейцин- и валин аминопептидазы, 3–
5 у. ед.) (рис. 2), при этом активностей протеиназ
(трипсин и α-химотрипсин) обнаружено не было.
Штамм L. helveticus демонстрировал слабые ами-
нопептидазную и протеазную активности, но по-
казал достаточно высокие активности кислой
фосфатазы и фосфогидролазы в диапазоне 1.5–
3.5 у. ед. У обоих штаммов L. paracasei была выяв-
лена умеренная активность эстеразы (C4) и эсте-
раз-липазы (C8) (средняя активность в диапазоне
1–2.5 у. ед.), у L. helveticus активность данных
ферментов не обнаружена. У всех трех штаммов
отсутствовала липазная активность (C14).

Антибиотикорезистентность штаммов лактоба-
цилл. В работе была определена чувствительность
выделенных из кефирного грибка штаммов лакто-
бацилл к 15 антибактериальным препаратам, наи-
более часто используемым в клинической практике
для лечения различных кишечных и легочных ин-
фекций, а также заболеваний мочевыводящих пу-
тей. Выбранные антибиотики относились к восьми
различным структурным семействам и функцио-
нально подразделялись на ингибиторы биосинтеза
клеточной стенки, белка и ДНК (рис. 3).

Как видно из рис. 3 резистентность к наиболь-
шему числу антибиотиков наблюдали для штам-
ма L. helveticus KF3. Этот штамм был устойчив
практически ко всем антибиотикам, нарушающим
процесс синтеза клеточной стенки, за исключени-
ем оксациллина. Из антибиотиков, ингибирую-
щих синтез белка, L. helveticus KF3 был устойчив ко
всем антибиотикам, связывающимся в пептидил-
трансферазном центре 50S рибосомальной субъ-
единицы, и лишь к одному, тетрациклину, связы-
вающемуся в A-сайте 30S субъединицы рибосомы.
Также данный штамм был устойчив ко всем анти-
биотикам, блокирующим синтез ДНК. Крайне ин-
тересным оказался факт значительно различаю-
щейся устойчивости к антибиотикам штаммов
L. paracasei KF1 и L. paracasei ABK. Эти два микро-
организма показывали совпадающие статусы ан-
тибиотикорезистентности только для неомицина,
к которому оба были устойчивы, и для ампицилли-
на, который достоверно подавлял оба штамма. Для
таких антибиотиков как амоксициллин, докси-
циклин, тетрациклин и хлорамфеникол результа-
ты были диаметрально противоположны: если
штамм L. paracasei KF1 проявлял к ним резистент-
ность, то штамм L. paracasei ABK ими достоверно
подавлялся.

Рис. 1. Филогенетическое дерево, включающее типовые штаммы для различных видов лактобацилл и штаммы, выде-
ленные в данной работе (отмечены красным). Эволюционное расстояние, соответствующее 1 замене нуклеотида на
каждые 100, показано масштабом. Статистическая достоверность порядка ветвления, определенная с помощью “boot-
strap”-анализа, показана цветными кружками.

Bootstrap

0.02

(100 повторений):
1.0 � Поддержка > 0.9
0.9 � Поддержка � 0.7
0.7 > Поддержка � 0.0

Lactobacillus gallinarum (AJ417737)

Lactobacillus helveticus (AM113779)

Lactobacillus helveticus KF3 (MW558120)

Lactobacillus acidophilus (AY773947)

Lactobacillus kitasatonis (AB107638)

Lactobacillus amylovorus (AY944408)

Lactobacillus crispatus (AF257097)

Lactobacillus ultunensis (AY253660)

Lactobacillus kefiranofaciens (AM113781)

Lacticaseibacillus casei (AF469172)

Lacticaseibacillus chiayiensis (MF446960)

Lacticaseibacillus paracasei (D79212)

Lacticaseibacillus paracasei KF1 (MW558119)

Lacticaseibacillus paracasei ABK (MN994625)

Lacticaseibacillus rhamnosus (D16552)

Streptococcus pyogenes (NR_028598)

Lactococcus lactis (NR_040954)

Enterococcus faecalis (N R_040789)
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Чтобы определить, имеет ли наблюдаемая ан-
тибиотикорезистентность штаммов лактобацилл
переносимый характер, все изученные штаммы
прошли ПЦР-проверку на наличие генов анти-
биотикорезистентности (AR-генов). Проверяе-
мые гены (табл. 1) включали те, возможность го-
ризонтального переноса которых была ранее по-
казана у лактобацилл [24–28].

ПЦР-анализ показал отсутствие всех прове-
ряемых генов у трех выделенных штаммов лакто-
бацилл. Таким образом, с высокой вероятностью
можно заключить, что наблюдаемая в тестах in vitro,
антибиотикорезистентность штаммов носит не
передаваемый характер. Возможно, различный
уровень резистентности исследованных штаммов
лактобацилл носит “врожденный” характер и объ-

ясняется индивидуальными мутациями и уровня-
ми экспрессии определенных генов.

Сравнительная характеристика параметров фер-
ментации коровьего молока кефирной закваской и
выделенными чистыми культурами лактобацилл.
Основные параметры ферментации и динамика
изменения протеолитической, антиоксидантной
и АПФ-ингибирующей активностей ферменти-
рованного коровьего молока для кефирной за-
кваски и выделенных из кефирного грибка штам-
мов лактобацилл представлены на рис. 4. Из со-
поставления графиков по изменению количества
жизнеспособных клеток лактобацилл и pH мож-
но заключить, что штамм L. helveticus KF3 – наи-
менее кислотоустойчив по сравнению с обоими
штаммами L. paracasei, его рост замедлялся уже

Рис. 2. Ферментативный профиль (API ZYM) штаммов лактобацилл.

Активность, у. ед.

Фермент
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после 25 ч культивирования при достижении зна-
чения pH 5.5. Наиболее кислотообразующим и
при этом самым кислотоустойчивым был штамм
L. paracasei ABK, в присутствии которого закис-
ление среды происходило быстрее остальных, но

при этом не оказывало видимого ингибирующего
эффекта на его рост. Самую низкую скорость кис-
лотообразования показал штамм L. paracasei KF1,
для которого значения pH ферментированного
молока в ходе всего культивирования, за исклю-

Рис. 3. Профиль антибиотикорезистентности выделенных в данной работе штаммов лактобацилл.

Синтез клеточной стенки Синтез белка Синтез ДНК
30S 50S

MLS
Amp Amx Оха PenG Fos Gen KanA Neo Dox Tet Azm Lcm Chi Lev Pef

L. helveticus KF3

L. paracasei KF1

L. paracasei ABK

Диаметр зоны
ингибирования, мм:

Статус
резистентности: Нерезистентен Резистентен10 20 30 40

Группы (структурные) антибиотиков:
�-лактамы (пенамы):
Amp – Ампициллин
Amx – Амоксициллин
Оха – Оксациллин
PenG – Пенициллин G

Аминогликозиды:
Gen – Гентамицин
КаnА – Канамицин А
Neo – Неомицин

Тетрациклины:
Dox – Доксициклин
Tet – Тетрациклин

Фосфомицины:
Fos – Фосфомицин

Фторхинолоны:
Lev – Левофлоксацин
Pef – Пефлоксацин

Амфениколы:
Chi – Хлорамфеникол

Макролиды:
Azm – Азитромицин

Линкозамиды:
Lcm – Линкомицин

Рис. 4. Изменение количества жизнеспособных клеток лактобацилл (а), активной кислотности (б), протеолитиче-
ской (в), антиоксидантной (г) и гипотензивной (д) активностей при ферментации обезжиренного коровьего молока
при помощи трех штаммов лактобацилл и кефирной закваски. 1 – L. paracasei KF1, 2 – L. paracasei ABK, 3 – L. hel-
veticus KF3, 4 – кефирная закваска (цвет кривых для штаммов одинаков на всех рисунках).
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чением 72 ч, были выше по сравнению с двумя
другими штаммами. Это объясняет его стабиль-
ный рост и замедление выхода на стационарную
фазу за наблюдаемый период времени.

Несмотря на различную скорость роста штам-
мов, динамика их протеолитической активности
была сопоставима в интервале от 0 до 48 ч. К 72 ч
ферментации протеолитическая активность зна-
чительно увеличивалась у кефирной закваски, что
могло быть связанно с возрастающей активностью
других микроорганизмов в составе закваски, таких
как уксуснокислые бактерии и дрожжи, причем к
этому моменту времени количество молочнокис-
лых бактерий значительно снижалось. Как для ке-
фирной закваски, так и для отдельных штаммов
наблюдалось увеличение протеолитической ак-
тивности на относительно поздних стадиях фер-
ментации при выходе на стационарную фазу или
в фазе клеточной гибели.

В целом изменение антиоксидантной актив-
ности положительно коррелировало со степенью
гидролиза, в то время как АПФ-ингибирующая
активность оставалась практически неизменной
на поздних этапах ферментации. Наблюдаемые
различия в паттернах развития антиоксидантной
и АПФ-ингибирующей активностей для исследу-
емых штаммов можно объяснить общими требо-
ваниями к пептидам, проявляющим данные ак-
тивности. В случае антиоксидантной активности
пептиды должны быть короткими (до 20 амино-
кислот) и содержать высокую долю гидрофобных
аминокислот [29–31]. Поскольку многие пепти-
ды могут удовлетворять этим минимальным тре-
бованиям, любая молочнокислая бактерия по-
тенциально может продуцировать среди прочих
некоторое количество таких пептидов. Следова-
тельно, чем больше общее количество пептидов
(то есть степень протеолиза) в ферментирован-
ном молоке, тем большее количество антиокси-
дантных пептидов оно будет содержать и тем более
высокой антиоксидантной активностью оно будет
обладать. Следует отметить, что такое же соотно-
шение протеолитической и антиоксидантной ак-
тивности ранее сообщалось в работах [32–34]. В
отличие от антиоксидантных, АПФ-ингибирую-
щие пептиды очень специфичны к аминокислот-
ной последовательности, поскольку они должны
осуществлять конкурентное ингибирование ката-
литического сайта ангиотензин-превращающего
фермента [31]. Следовательно, их продукция силь-
но зависит от способности протеолитической си-
стемы конкретного микроорганизма высвобождать
из аминокислотной последовательности белка пеп-
тиды, состоящие из определенных аминокислот.
Таким образом, только небольшая фракция пепти-
дов, если таковая имеется, будет обладать АПФ-ин-
гибирующей активностью независимо от степени
протеолиза.

Необходимо отметить, что, несмотря на значи-
тельно большую степень протеолиза белков моло-
ка, ферментированного кефирной закваской, его
антиоксидантные свойства были сопоставимы, а
гипотензивные свойства (АПФ-ингибирующая
активность) в первые 24 ч культивирования были
слабее выражены, чем у молока, заквашенного
чистыми культурами лактобацилл. Однако в ходе
дальнейшей ферментации кефирной закваской
АПФ-ингибирующая активность сквашенного
молока увеличивалась и становилась выше, чем
при ферментации отдельными штаммами лакто-
бацилл. Это может объясняться присутствием от-
личных от лактобацилл микроорганизмов в со-
ставе кефирной закваски на данных этапах фер-
ментации. Действительно, ранее была показана
способность кефира снижать артериальное дав-
ление и частоту сердечных сокращений за счет
ингибирования АПФ в крови крыс с эксперимен-
тальной гипертензией [35].

Таким образом, из кефирного грибка были вы-
делены три штамма лактобацил, относящиеся к
видам L. helveticus и L. paracasei, обладающие ши-
роким спектром ферментативных активностей,
включая α- и β-галактозидазную, α-глюкозидаз-
ную, фосфатазную, аминопептидазную и липаз-
ную. В тестах in vitro показаны антиоксидантные
и гипотензивные свойства молока, ферментиро-
ванного этими штаммами лактобацилл, которые
сопоставимы со свойствами молока, ферментиро-
ванного кефирной закваской. Как показали резуль-
таты анализа ПЦР, в геномах выделенных штаммов
лактобацилл отсутствовали гены антибиотикорези-
стентности aad, aac6′-aph2″, RPP (включая tet(M),
tet(O) и др.), tetK/L, ermA/B/C/F/T, cat, mefA как в
хромосомах, так и в плазмидах. Поэтому новые
штаммы лактобацилл могут быть использованы в
качестве пробиотических культур при формиро-
вании ассоциаций заквасочных культур для раз-
работки кисломолочных продуктов с лечебно-
профилактическим действием, и для прямого ис-
пользования в качестве пробиотиков, поскольку
не могут служить источником генов устойчивости
к антибиотикам в микробиоме человека. Тем не
менее, необходимо подтверждение пробиотиче-
ских свойств выделенных из кефирных грибков
штаммов лактобацилл в in vivo экспериментах.

Исследование выполнено при частичной фи-
нансовой поддержке РФФИ и НИФ в рамках на-
учного проекта № 19-54-60002 и в рамках НИР по
Госзаданию (шифр темы 0578-2019-0023).
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A. V. Begunovaa, O. S. Savinovab, K. V. Moiseenkob, O. A. Glazunovab,

I. V. Rozhkovaa, and T. V. Fedorovab, *
aAll-Russia Research Institute of the Dairy Industry, Moscow, 115093 Russia

bA.N. Bach Institute of Biochemistry, Biotechnology Research Center of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: fedorova_tv@mail.ru

Being a natural symbiotic consortium of bacteria and yeasts, kefir grains provide a unique source of new probi-
otic microorganisms. In this work, three new isolates of lactobacilli – Lactobacillus helveticus and two strains of
Lacticaseibacillus paracasei – were isolated from kefir grains originating from the North Caucasian region of
Russia, and their identification via biochemical and genetic methods was carried out. For all strains, enzyme ac-
tivity profiles were described, and antimicrobial resistance and genetic determinants of antibiotic resistance were
screened. During fermentation of cow’s milk, all three strains showed lower acid-forming activity, but compa-
rable proteolytic, antioxidant and hypotensive activities in comparison with kefir starter culture.

Keywords: kefir grains, lactobacilli, enzymatic profile, proteolytic activity, antioxidant activity, ACE-inhibi-
tory activity
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