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АННОТАЦИЯ 

Молочнокислые пробиотические бактерии можно широко использовать для профилактики и лечения больных с раз-
личными заболеваниями, такими как острые и хронические заболевания желудочно-кишечного тракта, дыхательных 
путей, для восстановления кишечного микробиоценоза, в комплексе с антибиотикотерапией. Форма приема этих ми-
кроорганизмов разнообразна: кисломолочные продукты, лекарственные препараты, биологически активные добавки. 

При производстве молочнокислых заквасок, в том числе и пробиотического штамма Lactobacillus bulgaricus, воз-
никают проблемы в подборе питательных сред и условий для глубинного культивирования, подборе методов и усло-
вий концентрирования, в подборе криопротекторов для сублимационной сушки. 

В данной статье приведены все данные для производства штамма Lactobacillus bulgaricus С-2 в порошкообразном 
виде с максимальным выходом клеток микроорганизма, перспективным для введения в состав заквасок для молочной 
промышленности и в биологически активные добавки с пробиотическим эффектом действия. Штамм Lactobacillus 
bulgaricus С-2 выделен из кумыса и хранится в коллекции филиала РГП на ПХВ МЗ РК «Национальный центр био-
технологии» в г. Степногорск. Подобрана производственная питательная среда, условия для глубинного культивиро-
вания, методы и условия концентрирования, подобраны оптимальные криопротекторы для сублимационной сушки.

Ключевые слова: Lactobacillus bulgaricus, питательная среда, культивирование, концентрирование, сублимация, 
криопротекторы.

ВВЕДЕНИЕ

Микробиота кишечника человека представлена более 
1014 микроорганизмов, активно участвующих в жизнеде-
ятельности человека (пищеварительном процессе, обмене 
веществ, поддержании иммунитета и др.). Последние на-
учные данные указывают на специфичность в составе ки-
шечной микрофлоры, как у каждого индивидуума, так и 
у национальных и региональных групп населения (раз-
личия энтеротипов) [1]. Эти микробы производят тысячи 
различных метаболитов и отвечают за 30% метаболитов, 
обнаруженных в крови человека. Глядя на эти факты, не 
следует удивляться тому, что эти микробы играют реша-
ющую роль во многих аспектах здоровья человека, от здо-
ровья пищеварительной системы и иммунитета, защиты 
от патогенных микроорганизмов до потенциального вли-
яния на настроение и когнитивное здоровье. 

При конструировании биологически активных компо-
нентов необходимо, чтобы исходные культуры отвечали 
следующим требованиям: активно наращивали биомассу, 
были устойчивы к бактериофагу, щелочной реакции 
среды, желчи и фенолу, устойчивы к лизоциму, желудоч-
ному соку. С технологической точки зрения продукты 
полученные на основе молочнокислых заквасок должны 
иметь высокие органолептические показатели и реологи-
ческие свойства. Важнейшим признаком является устой-
чивость к антибиотикам, антагонистическая активность 
в отношении условно-патогенных и патогенных микро-
организмов.

Одним из таких штаммов является Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus, который широко использу-
ется в производстве йогуртов и сортов сыров в качестве 

компонента заквасок, а также в составе биологически ак-
тивных добавок [2]. 

На современных крупных молочных заводах с высо-
кой производительностью концентрированные заморо-
женные или лиофилизированные закваски предпочтитель-
нее использовать для приготовления больших объемов 
сухих заквасок или для непосредственной подготовки 
производственных резервуаров для чанов для йогурта или 
сыра. Готовые концентрированные замороженные и лио-
филизированные закваски производятся в специализиро-
ванном заквасочном производстве. Для производства та-
ких концентрированных культур необходим правильный 
выбор стартовых штаммов для надежного производства 
кислоты и создания аромата в молочном продукте [3,4]. 
Кроме того, важно оптимизировать технологию получе-
ния функционально эффективных концентрированных 
культур. Технология производства заквасок включает ряд 
операций, состоящих из размножения, концентрирования 
клеток, замораживания или лиофилизации, упаковки, кон-
троля качества и надлежащей транспортировки. Постоян-
ное совершенствование всех операций необходимо для 
удовлетворения требований высоко конкурентной молоч-
ной промышленности.

Среди различных молочнокислых бактерий, исполь-
зуемых в заквасках, L. bulgaricus чрезвычайно лабилен 
к различным операциям, используемым для получения 
концентрированных культур [5-8]. Потеря жизнеспособ-
ности на каждой стадии — концентрирование, заморажи-
вание и лиофилизация — происходит с L. bulgaricus, даже 
когда в конце размножения достигаются высокие популя-
ции. Оптимальные питательные среды, параметры роста, 
условия концентрирования и лиофилизации подбирались 
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для смягчения потери жизнеспособности Lactobacillus.
При производстве штаммов в сухом виде с длитель-

ным сроком хранения возникают проблемы в подборе 
питательных сред и условий для глубинного культиви-
рования, подборе методов и условий концентрирования, 
в подборе криопротекторов для сублимационной сушки. 
В данной статье приведены все данные для производства 
штамма Lactobacillus bulgaricus С-2 в порошкообразном 
виде с максимальным выходом клеток микроорганизма, 
перспективным для введения в состав заквасок для мо-
лочной промышленности и в биологически активные до-
бавки с пробиотическим эффектом действия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Предлагаемый штамм Lactobacillus bulgaricus С-2 но-
вый, в научной и патентной литературе не описан. Штамм 
хранится в филиале РГП на ПХВ МЗ РК «Национальный 
центр биотехнологии» в г.Степногорск и депонирован в 
депозитарии ТОО «КАЗНИИППП» под регистрационным 
номером В-626. Штамм выделен в естественных условиях 
из микрофлоры кисломолочного продукта кумыс. Заква-
сочная способность штамма составляет 6-8 часов при тем-
пературе 37±2 ºС.

Питательные среды:
- коммерческая среда Lactobacillus MRS де Мана, Ро-

гозы, Шарпа фирмы Himedia;
- Опытная для ЛБ следующего состава, г/л: гидроли-

зат молока -500 мл; пептон – 10; дрожжевой экстракт – 10; 
декстроза – 10; кальция карбонат- 3; калия гидрофосфат - 
0,5; вода дистиллированная до 1,0 л.

- Опытная №1 для ЛБ, г/л: триптон-10; дрожжевой экс-
тракт-10, лактоза-5; сахароза-5; кальция карбонат-3; калия 
гидрофосфат-0,5; вода дистиллированная-до 1,0 л.

- мясо-пептонный бульон, состава, г/л: мясной пеп-
тон-5,0; пептон – 5,0; хлорид натрия – 5,0; глюкоза – 7,0; 
дис.вода – до 1 л.

- Lactobacillus MRS Broth фирмы Himedia, способ при-
готовления: 55,15 г порошка размешать в 1 л дистиллиро-
ванной воды, подогреть для полного растворения частиц. 
Стерилизовать автоклавированием при 1,1 атм (121 °С) в 
течение 15 мин.

Микроскопирование проводили на микроскопе бино-
кулярного типа с фазовым контрастом Olympus CX21.

Окраску по Грамму проводили по методике [9, 176 
стр.].

Идентификацию штамма по физиолого-биохимиче-
ским свойствам проводили по методике, приведенной в 
ABIS Encyclopedia [10].

Полученные экспериментальные данные обрабаты-
вали методом параметрической статистики с использова-
нием пакетов прикладных программ Microsoft Excel 2010. 
В таблицах и на графиках представлены средние значения 
из всех опытов с их стандартными ошибками.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Реактивацию культуры Lactobacillus bulgaricus С-2 
проводили на питательной среде МПБ в течение 2 ча-
сов при температуре 37-40 ºC, затем методом истоща-
ющего рассева засеяли на скошенные косяки на среду 
Lactobacillus MRS агар.

Штамм Lactobacillus bulgaricus С-2 образовал обиль-
ный рост на среде MRS агар, колонии шероховатые и не-
пигментированные, становятся гладкими и компактными 
в присутствии Tween 80 или олеата натрия, поверхност-
ный рост значительно усиливается при пониженном на-
пряжении кислорода или при анаэробиозе.

При микроскопировании окрашенного мазка куль-
туры – неподвижные, неспорообразующие, грамположи-
тельные палочки с закругленными концами размером 0,5-
0,8×2,0-9,0 мкм, встречающиеся поодиночке и в коротких 
цепочках; внутренняя грануляция видна при окрашивании 
метиленовым синим.

Также идентификация штамма была осуществлена 
методом определения прямой нуклеотидной последо-
вательности фрагмента 16SrRNA гена, с последующим 
определением нуклеотидной идентичности с последова-
тельностями, депонированными в международной базе 
данных GeneBank. Для этого брали единичные колонии 
24 часовых культур третьей генерации, выращенных на 
поверхности MRS агар в анаэробных условиях. Генети-
ческая идентификация штамма подтверждена с помощью 
анализа 16SpPHK с чистотой 99,7%.

Далее для получения посевного материала культуру из 
среды MRS агар методом смыва со скошенного агара засе-
яли в среду MRS Broth в соотношении 1 пробирка на 100 
мл среды. Культивирование проводили в течение 24 ч при 
температуре 37-40 ºC, титр жизнеспособности клеток при 
таких условиях составил (4±1)×108 КОЕ/мл. 

Для выбора производственной среды глубинное куль-
тивирование отрабатывали на ферментере объемом 10 л. 
Исследование проводили на 2-х питательных средах на 

Таблица 1 - Результаты культивирования Lactobacillus bulgaricus С-2 на различных питательных средах

Время, ч Опытная для ЛБ Опытная для ЛБ №1
КОЕ/мл

0 (2±0,1)×107

6 (0,6±0,2) ×108 (0,5±0,2) ×108

12 (1,3±0,6) ×108 (1,0±0,1) ×108

18 (3,3±0,6) ×108 (1,7±0,6) ×108

24 (6,0±1,0) ×108 (2,3±0,6) ×108

30 (2,0±1,0) ×108 (1,3±0,6) ×108

36 (0,7±0,2) ×108 (0,6±0,2) ×108

Все результаты получены не менее чем в трех повторностях, n=3 
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гидролизате молока (Опытная для ЛБ) и среда для лакто-
бактерий (Опытная №1 для ЛБ). Посевной материал, вы-
ращенный на питательной среде MRS Broth, вносили в 
количестве 5%. Соблюдали одинаковые условия культи-
вирования: без аэрации, температура 37-40 ºC. Процесс 
ферментации контролировали через каждые 6 часов, ме-
тодом отбора проб на микроскопию и постановку на титр 
жизнеспособности клеток. В таблице 1 приведены данные 
по титру жизнеспособности клеток.

Из данных таблицы видно, что начальный титр по-
сле добавления посевного материала составил (2±0,1)×107 
КОЕ/мл. В 24 час роста клетки Lactobacillus bulgaricus 
С-2 достигли максимального титра жизнеспособности ми-
кроорганизмов, на опытной среде для ЛБ титр составил 
(6,0±1,0)×108 КОЕ/мл и на опытной среде №1 для ЛБ со-
ставил (2,3±0,6)×108 КОЕ/мл. Дальнейшее культивиро-
вание после 24 часов приводит к понижению титра жиз-
неспособности клеток. На рисунке 1 прослеживается 
динамика роста Lactobacillus bulgaricus С-2.

По данным графика видно, что максимальный титр 
жизнеспособности клеток показал при культивировании 
на опытной среде для ЛБ в течение 24 часов. На питатель-
ной среде опытная №1 для ЛБ максимальный титр роста 
лактобактерий был получен при 24 часах роста, но почти 
в 2 раза меньше, чем в среде сравнения. Таким образом, 
гидролизованное молоко в опытной среде влияет в наи-
лучшую сторону на титр жизнеспособности лактобакте-
рий, что доказывает его применение при масштабном про-
изводстве для ферментации.

Далее после наращивания биомассы Lactobacillus 
bulgaricus С-2 объемом 60 л в ферментере Electrolux 130, 
культуральную жидкость концентрировали на центробеж-
ной центрифуге DL6MC при 4000 об/мин, в течение 20 
минут при температуре +4°С. В полученную пасту 1 кг 
добавили криопротекторы (раствор 44 % сахарозы-10%, 
8% желатоза- 1,5%, глицерин – 1%). Жидкообразную 
пасту разлили в металлические лотки для лиофильной 
сушки. Заморозку проводили при -70°С с предваритель-
ным охлаждением в холодильной установке при темпера-
туре +4°С. Сублимационную сушку проводили на уста-
новке LZ-45 в течение 48 часов до полного получения 

сухой формы лактобактерий. В таблице 2 приведены дан-
ные по выходу биомассы и жизнеспособности клеток по-
сле каждого технологического процесса.

В результате проведения производственной наработки 
биомассы Lactobacillus bulgaricus С-2 получен 0,232 кг 
высушенной биомассы в сухой форме с титром жиз-
неспособности клеток (1,3±0,6)×1010 КОЕ/г. Получен-
ная биомасса штамма Lactobacillus bulgaricus С-2 в по-
рошкообразном виде с максимальным выходом клеток 
микроорганизма является перспективным для введения в 
состав заквасок для молочной промышленности и в био-
логически активные добавки с пробиотическим эффек-
том действия.

Таким образом, нами подобраны условия культивиро-
вания, производственная питательная среда, подобраны 
оптимальные условия концентрирования и сублимацион-
ной сушки. Также подобраны оптимальные криопротек-
торы для сохранения жизнеспособности клеток при лио-
фильной сушке. В результате проведенных исследований 
отработана технология получения экологически чистого и 
генетически не модифицированного штамма Lactobacillus 
bulgaricus С-2 в порошкообразном виде с максимальным 
выходом клеток микроорганизма. Полученный в таком 
виде штамм, выделенный из кумыса, будет являться наци-
ональным продуктом Казахстана, способным стать брен-
дом Республики на мировом уровне.
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ABSTRACT 

Lactic acid probiotic bacteria can be widely used for the prevention and treatment of patients with various diseases, such 
as acute and chronic diseases of the gastrointestinal tract, respiratory tract, to restore intestinal microbiocenosis, in combina-
tion with antibiotic therapy. The form of intake of these microorganisms is diverse: fermented milk products, drugs, dietary 
supplements.

In the production of lactic acid starters, including the probiotic strain Lactobacillus bulgaricus, there are problems in the 
selection of nutrient media and conditions for deep cultivation, the selection of methods and conditions for concentration, and 
the selection of cryoprotectants for freeze drying.

This article presents all the data for the production of the Lactobacillus bulgaricus C-2 strain in powder form with the maxi-
mum yield of microorganism cells, promising for introduction into the composition of starter cultures for the dairy industry and 
into biologically active additives with a probiotic effect. The Lactobacillus bulgaricus C-2 strain was isolated from koumiss and 
stored in the collection of the branch of the Republican State Enterprise on the REM of the Ministry of Health of the Repub-
lic of Kazakhstan «National Center for Biotechnology» in Stepnogorsk. The production nutrient medium, conditions for deep 
cultivation, methods and conditions of concentration were selected, optimal cryoprotectants for freeze-drying were selected.

Key words: Lactobacillus bulgaricus, nutrient medium, cultivation, concentration, sublimation, cryoprotectants.

ҰЙЫТҚЫ ДАҚЫЛДАРЫ МЕН БИОЛОГИЯЛЫҚ БЕЛСЕНДІ ҚОСПАЛАРДЫ ӨНДІРУ ҮШІН 
ПЕРСПЕКТИВТІ LACTOBACILLUS BULGARICUS C-2 ПРОБИОТИКТІК ШТАММЫН АЛУ 

ТЕХНОЛОГИЯСЫН ӘЗІРЛЕУ

Хасенова А.Е.1,2, Шибаева А.К.1, Альжанова Г.С.2, Имамұратова Н.И.1, Тулегенова Б.С.1,2

1Қазақстан Республикасы, Степногорск қ., «BioMilk Product» ЖШС, 021500
2Қазақстан Республикасы, Степногорск қ. «Ұлттық биотехнология орталығы» ШЖҚ РМК, 021500

ТҮЙІН

Сүт қышқылды пробиотикалық бактерияларды әртүрлі аурулардын алдын алу максатында, мысалы, асқазан-ішек 
жолдарының, тыныс алу жолдарының жедел және созылмалы ауруларымен ауыратын науқастарды емдеу, және ішек 
микробиоценозын қалпына келтіру үшін антибиотикалық терапиямен бірге кеңінен қолдануға болады. Бұл микроор-
ганизмдерді қабылдау формасы әртүрлі болып табылады олар: ашытылған сүт өнімдері, препараттар, тағамдық био-
логиялық қоспалар.

Сүт қышқылды, соның ішінде Lactobacillus bulgaricus пробиотикалық штаммы өндірісінде қоректік орталарды те-
рең өсіру шарттарын таңдауда, концентрациялау әдістері мен шарттарын таңдауда , мұздатып кептіру үшін криопро-
текторларды таңдауда мәселелер бар. Бұл мақалада сүт өнеркәсібі үшін өсінділер құрамы және пробиотикалық әсері 
бар биологиялық белсенді қоспаларға енгізуге болатын перспективалы микроорганизм жасушаларының максималды 
шығымдылығымен, ұнтақ түріндегі Lactobacillus bulgaricus C-2 штаммын өндіру бойынша барлық деректер берілген.

Қымыздан Lactobacillus bulgaricus С-2 штаммы бөлініп алынып, Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау мини-
стрлігі ШЖҚ «Ұлттық биотехнология орталығы» республикалық мемлекеттік кәсіпорны Степногорск қаласындағы 
филиалының коллекциясында орналасты. Өндірістік қоректік орта, тереңдете өсіру жағдайлары, концентрациялау әді-
стері мен шарттары әзірленіп, мұздатып кептіру үшін оңтайлы криопротекторлар таңдалды.

Негізгі сөздер: Lactobacillus bulgaricus, қоректік орта, өсіру, концентрация, сублимация, криопротекторлар.


