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Аннотация. Целью исследования являлось конструирование ассоциаций пробиотических бактерий с использованием комплекса 

современных методов микробиологических исследований с целью использования в функциональных пищевых продуктах и 

кормовых добавках. Подобраны штаммы молочнокислых и пропионовокислых бактерий по биологической совместимости и 

отсутствию конкурентных взаимодействий. Культивирование и количественный учет микроорганизмов проводили на среде MRS. 

По результатам сконструировано 2 консорциума бактерий, содержащих Lactococcus lactis subsp. lactis 24/48, Lactobacillus рlantarum 

578/25, Lactobacillus helveticus 842 (D)-2, Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii Ас-103/12, Propionibacterium shermanii К-

16. Исследование биологической совместимости молочнокислых бактерий проводили по капельной методике. Получены новые 

экспериментальные данные по показателям роста ассоциаций и количеству накопленной биомассы на 20 часов роста, что является 

научной новизной данного исследования. Показано, что характер межштаммовых взаимодействий имеет важное значение при отборе 

штаммов в состав пробиотических ассоциаций. Установлено, что изучаемые штаммы молочнокислых и пропионовокислых бактерий 

в ассоциации должны присутствовать в соотношении 2:1, ферментация при периодическом перемешивании в анаэробных условиях 

при 37°С и pH 5,9-6,0. Последовательное внесение культур бактерий целесообразно проводить после 3-4 часа предварительной 

инкубации молочнокислых бактерий. Экспериментальные данные содержат установленные новые закономерности. Отмечено, что 

для лечебно-профилактического эффекта концентрация пробиотиков в сухих препаратах должна составлять не менее 10 в степени 

10-12  КОЕ/г препарата, поэтому при накоплении биомассы бактерий в технологическом процессе следует учитывать 10-20%-ную 

гибель популяции в процессе сушки или концентрирования. 

Ключевые слова: пробиотики, молочнокислые бактерии, ассоциация, биологическая совместимость, культивирование, биомасса. 
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Abstract. The aim of the study was to design associations of probiotic bacteria using a set of modern methods of microbiological research 

for the purpose of use in functional food products and feed additives. Strains of lactic acid and propionic acid bacteria wer e selected 

according to biological compatibility and absence of competitive interactions. Cultivation and quantification of microorganis ms were 

carried out on MRS medium. Based on the results, 2 consortia of bacteria were constructed containing Lactococcus lactis subsp. lactis 

24/48, Lactobacillus рlantarum 578/25, Lactobacillus helveticus 842 (D)-2, Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii As-103/12, 

Propionibacterium shermanii K-16. The study of biological compatibility of lactic acid bacteria was carried out by drop method. New 

experimental data on the growth rates of associations and the amount of accumulated biomass at 20 hours of growth were obtained, which 

is a scientific novelty of this study. It is shown that the character of interstrain interactions is important in the selection of strains for 

probiotic associations. It was established that the studied strains of lactic acid and propionic acid bacteria in the associa tion should be 

present in the ratio of 2:1, fermentation with periodic stirring in anaerobic conditions at 37°C and pH 5.9-6.0. Sequential introduction of 

bacterial cultures is advisable after 3-4 hours of pre-incubation of lactic acid bacteria. Experimental data contain established new 

regularities. It is noted that for therapeutic and prophylactic effect the concentration of probiotics in dry preparations should be not less 

than 10 to the extent of 10-12 CFU/g of preparation, so the accumulation of bacterial biomass in the technological process should take into 

account 10-20% death of the population in the process of drying or concentrating. 
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Введение 

Создание новых пищевых продуктов и 

кормов с пробиотическими свойствами требует 

современного научного подхода к выбору микро-

организмов и их ассоциаций с учетом показате-

лей симбиотической сочетаемости и отсутствия 

антагонизма. За последние годы проведен целый 

ряд исследований по изучению механизма  

межштаммовых взаимодействий пробиотических 

бактерий [1–3]. Разработаны принципы эффек-

тивности пробиотических штаммов в части 

 
 
 
 

 
 

выживаемости в условиях желудочно-кишечного 

тракта и достижения антагонистической актив-

ности [4–6], расширяется применение методов 

молекулярно-генетической идентификации штам-

мов для обеспечения показателей безопасности 

пищевой и кормовой продукции [7–8]. Име-

ются результаты исследований по изучению 

новых вариантов бактериальных ассоциаций 

на основе использования их технологически 

ценных свойств [9–10]. 
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Несмотря на все увеличивающийся мас-
сив научных публикаций, остается актуальной 
получение современной информации о вновь 
селекционированных пробиотических штаммах 
и сконструированных на их основе ассоциациях, 
использующихся в качестве пробиотиков. Требуют 
научного и экспериментального обоснования 
вопросы повышения биосинтеза биологически 
активных веществ. 

Цель работы – конструирование ассоциа-
ций пробиотических бактерий с использованием 
комплекса современных методов микробиоло-
гических исследований для использования 
в функциональных пищевых продуктах и  
кормовых добавках. Задачи исследования – по-
добрать симбиотические сочетания штаммов 
молочнокислых и пропионовокислых бактерий 
с высоким уровнем накопления биомассы. 

Материалы и методы 

Объектами исследования являлись куль-
туры бактерий из коллекции ВНИИПБТ, полу-
ченные методом многоступенчатой селекции: 
Lactococcus lactis subsp. lactis 24/48, Lactobacillus 
plantarum 314/7, L. рlantarum 578/25, L. acidophilus 
1660/15, L. helveticus 842 (D) – 2, L. casei subsp. 
rhamnosus М 536/12, Propionibacterium. freuden-
reichii subsp. shermanii Ас-103/12, Pr. shermanii К-16. 
Культивирование и количественный учет мик-
роорганизмов проводили на среде MRS, в анаэ-
робных условиях при 37 °C после внесения 10% 
посевной культуры от объема питательной среды. 
Исследование биологической совместимости 
молочнокислых бактерий проводили по капель-
ной методике [11]. Количество биомассы опре-
деляли методом взвешивания, количество жи-
вых микроорганизмов – путем высева 
на плотные питательные среды после приготов-
ления разведений. 

Результаты 

Выбранные штаммы молочнокислых бак-
терий имеют определенную схожесть физиолого-
биохимических свойств и являются активными 
продуцентами молочной кислоты Проведены 
исследования штаммов на биологическую совме-
стимость, результаты представлены на рисунке 1. 

На фотографии видны четкие границы 
между каплями культуральной жидкости штам-
мов под номерами 1, 3 и 5, что свидетельствует 
об отсутствии биосовместимости пар штаммов-
продуцентов. У пар штаммов под номерами 2 и 
4 выраженная граница роста практически отсут-
ствует, что свидетельствует о симбиотических 
взаимодействиях культуры Lactococcus lactis 
subsp. lactis 24/48 с культурами L. рlantarum 578/25 
и L. helveticus 842 (D) – 2. Проведена серия  
ферментаций на среде MRS, что позволило  

подтвердить парную совместимость штаммов: 
Lactococcus lactis subsp. lactis 24/48 с Lactoba-
cillus. рlantarum 578/25 и Lactobacillus helveticus 
842 (D) – 2. 

 

 

Рисунок 1. Проверка биосовместимости штамма 
Lactococcus lactis subsp. lactis 24/48: 1 – Lactobacillus 
plantarum 314/7, 2 – L. рlantarum 578/25, 3 – 
L. acidophilus 1660/15, 4 – L. helveticus 842 (D) –  
2, 5 – L. casei subsp. rhamnosus М 536/12 

Figure 1. Biocompatibility testing of Lactococcus lactis 
subsp. lactis 24/48: 1 – Lactobacillus plantarum 314/7, 2 – 
L. plantarum 578/25, 3 – L. acidophilus 1660/15, 4 – L. 
helveticus 842 (D) – 2, 5 – L. casei subsp. rhamnosus M 536/12. 

 

Аналогичным образом проводилось ис-
следование по побору биосовместимых пар 
пропионовокислых бактерий. Биосовместимыми 
являются штаммы Propionibacterium freuden-
reichii subsp. shermanii Ас-103/12 и Propionibac-
terium shermanii К-16. Выбор этих штаммов 
пропионовокислых бактерий обоснован тем, 
что они обладают доказанными пробиотиче-
скими свойствами, а штамм К-16 – активным 
продуцентом витамина В12. 

Разработаны 2 варианта бактериальных 
ассоциаций, способные к совместному росту и 
развитию без проявления явлений антагонизма: 

 Lactococcus lactis subsp. lactis 24/48, 
Lactobacillus рlantarum 578/25, Propionibacte-
ruim freudenreichii subsp. shermanii Ас-103/12, 
Propionibacterium shermanii К-16 (Ассоциация 1). 

 Lactococcus lactis subsp. lactis 24/48 и 
Lactobacillus helveticus 842 (D) – 2, Propionibac-
teruim freudenreichii subsp. shermanii Ас-103/12, 
Propionibacteruim shermanii К-16 (Ассоциация 2). 

Проведено совместное культивирование 
бактериальных ассоциаций с контролем за накоп-
лением биомассы. Результаты представлены 
на рисунках 2 и 3. 
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Рисунок 2. Накопление биомассы ассоциациями 
молочнокислых и пропионовокислых бактерий 1 и 2 
при культивировании на жидкой питательной среде 
MRS и одновременном внесении культур 

Figure 2. Biomass accumulation by associations of lactic 
acid and propionic acid bacteria 1 and 2 when cultured 
on MRS liquid nutrient medium and simultaneous 
culture application  

 

Рисунок 3. Количество живых клеток пробиотических 
бактерий в культуральной жидкости на конец 
культивирования 

Figure 3. Number of live cells of probiotic bacteria  
in the culture liquid at the end of cultivation 

 

Установлено, что пропионовокислые бакте-
рий необходимо вносить после 3–4 часов роста  
молочнокислых бактерий, соотношение куль-
тур 2:1, ферментацию ведут при периодиче-
ском перемешивании в анаэробных условиях 
при 37 °С и pH 5,9–6,0. Максимальный титр 
жизнеспособных клеток пробиотических бактерий 
в активной фазе роста, целесообразно получать 
на 18–20 часа роста. Посев культуральной  
жидкости смешанной культуры из разведения, 
показал плотность популяции, отсутствие до-
минирования одной культуры над другой и  
сохранение заданного соотношения штаммов 
в составе ассоциации. 

Известно, что для лечебно-профилакти-
ческого эффекта на организм и обеспечения 
условий для адгезии бактерий в кишечнике, 
их концентрация в сухих препаратах должна 
быть не менее 1010–1012 КОЕ/г препарата. По-
этому при накоплении биомассы бактерий 
в технологическом процессе следует учитывать 
10–20%-ную гибель популяции в процессе 
сушки или концентрирования. 

Обсуждение 

Полученные в статье экспериментальные 
данные являются продолжением исследований 
по созданию многоштаммовых бактериальных 

консорциумов для пробиотических препаратов 
пищевого и кормового назначения [9]. Актуаль-
ность направления исследований по созданию  
новых высокоэффективных бактериальных ас-
социаций подтверждают ряд авторов [1, 9]. 

В ранее опубликованных материалах [3, 
12, 13–20] отмечается, что молочнокислые бак-
терии в ассоциации с пропионовокислыми бак-
териями положительно влияют на микрофлору 
кишечника и могут использоваться в симбиозе. 
Опубликованы работы, подтверждающие преиму-
щество ассоциаций биологически совместимых 
штаммов бактерий перед монокультурами [6]. 

Обзор литературных данных свидетель-
ствует о недостаточности сведений о характере 
межштаммовых взаимодействий молочнокислых 
и пропионовокислых бактерий и применении их 
в практику отбора штаммов в состав пробиоти-
ческих ассоциаций. 

Результаты изучения биосовместимости 
штаммов Lactococcus lactis subsp. lactis 24/48  
с Lactobacillus. рlantarum 578/25 и Lactobacillus 
helveticus 842 (D) – 2, а также показатели роста 
ассоциаций и накопления биомассы являются 
оригинальными. 

Заключение 

Данное исследование свидетельствует 
о перспективе использования методики определе-
ния биосовместимости пробиотических штаммов 
для создания высокоэффективных ассоциаций 
молочнокислых и пропионовокислых бактерий, 
необходимых для разработки функциональных 
пищевых продуктов и кормовых добавок. Разра-
ботаны 2 ассоциации пробиотических бактерий 
с применением современных методов биотех-
нологии, таким образом задачи исследования 
выполнены. 

Необходимыми стадиями разработки 
пробиотических ассоциаций являются: поиск  
новых высокоэффективных продуцентов, их гене-
тическое типирование, поддержание активного со-
стояния бактерий на конец времени ферментации, 
подбор защитных сред и режимов сушки для 
снижения уровня гибели бактерий, совершен-
ствование выпускаемых форм препаратов. 

Дальнейшие исследования будут прово-

дится в направлении получения функциональных 

пищевых ингредиентов на основе полученных 

ассоциаций. 
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