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С древних времен значительное количество молока использовалось для производства тра-
диционных кисломолочных продуктов. Наряду с промышленным производством, во многих 
странах мира, различные кисломолочные продукты получают в домашних условиях с приме-
нением спонтанной закваски (закваски с неизвестным микробным составом). Эти продукты 
используются не только как пищевые продукты, но и как лечебно-диетическое средство [1; 10; 
16]. Производство кисломолочных продуктов связано с использованием молочнокислых бак-
терий. В последние десятилетия большое внимание уделяется поиску новых штаммов молоч-

© Ганбаров Х.Г., Моджаррад Х.С., Мохаммад Реза Боняди, 2012.

Аннотация. Идентификация молочнокислых бакте-
рий, выделенных из спонтанных простокваш (простокваш 
домашнего приготовления), используемых в Иранском 
Азербайджане, была осуществлена с помощью мето-
да ПЦР-анализ нуклеотидной последовательности гена 
16S RNA. Восемь штаммов были идентифицированы как 
Lactobacillus plantarum, а семь штаммов были относены к 
виду Lactobacillus acidophylus. Изучение кислото- и жел-
чеустойчивости выделенных штаммов молочнокислых 
бактерий  показало, что при кислотности pH 2,5 два штам-
ма являются чувствительными (10 – 20% выживание), 5 
штаммов – толерантными (26 – 48% выживание), 6 штам-
мов – устойчивыми (52 – 76% выживание) и 2 штамма 
– более устойчивыми (84 – 86% выживание). По отноше-
нию к желчи два штамма оказались чувствительными (10 
мин задержки роста), 3 штамма – толерантными (20 – 30 
мин задержки роста), 6 штаммов – устойчивыми (40 – 50 
мин задержки роста) и 4 штамма – более устойчивыми 
(60 мин задержки роста).

Ключевые слова: молочнокислые бактерии, иденти-
фикация, ПЦР-анализ, секвенирование, ген 16s r PHK, 
кислотоустойчивость, желчеустойчивость.

Abstract. PCR-analysis of the nucleotide sequences of 
the 16S rRNA gene was used to identify lactic acid bacteria, 
isolated from dairy products (sour clotted milk) from the Azer-
baijan region of Iran. Eight strains were identified as Lactoba-
cillus plantarum and seven strains – as Lactobacillus acido-
phylus. The analysis of acid and bile tolerance of the strains 
isolated from sour clotted milk showed that at pH 2.5 two 
strains were sensitive (10%–20% survival), 5 strains – tol-
erable (26%–48% survival), 6 strains – resistant (52%–76% 
survival) and 2 strains – more resistant (84%–86% survival). 
As for the bile tolerance, two strains were sensitive (10 min 
delay in growth), 3 strains were tolerant (20–30 min delay), 6 
strains were resistant (40–50 min delay) and 4 strains were 
more resistant (60 min delay). 

Key words: lactic acid bacteria, identification, PCR-anal-
ysis, sequencing, 16S rRNA gene, acid tolerance, bile toler-
ance.
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нокислых бактерий с целью использования 
их в производстве пробиотиков и получения 
антимикробных препаратов. В качестве про-
биотиков обычно используют бактерии рода 
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus и 
Streptococcus [1; 11]. Главным критерием для 
in vitro селекции пробиотических микроор-
ганизмов является: устойчивость к кислот-
ности и желчи, антибактериальная и анти-
фунгальная активность [20; 22].

Идентификация молочнокислых бак-
терий по морфологии, физиологическим 
потребностям и биохимическому тесту не-
достаточно эффективны, так как многие 
бактериальные популяции имеют сходную 
потребность к питательным субстратам и 
растут в сходных условиях среды [18]. Метод 
ДНК/ДНК-гибридизация является «золо-
тым стандартом» видовой идентификации, 
но трудоемкость и высокая стоимость не 
позволяет использовать его как рутинный 
метод. Альтернативным подходом является 
анализ последовательности ДНК [2; 7; 17]. 
На современном этапе – «секвенирование 
ДНК» недорогой и быстрый метод, позволя-
ющий создавать общедоступные базы дан-
ных нуклеотидных последовательностей. 
Этот метод обладал высоким таксономи-
ческим разрешением, но необходимо подо-
брать генетические маркеры, позволяющие 
надежно дифференцировать молочнокис-
лые бактерии до вида. Комитет по переоцен-
ке бактериальных видов рекомендует про-
ведение анализа пяти генов, которые имеют 
достаточную информацию для определения 
видовой принадлежности микроорганиз-
мов [2; 6; 21]. В настоящее время изучение 
нуклеотидной последовательности генов 
туф [5], pH2S и rpoA [15], hsp60 [4] rpoB [3; 
13] успешно применяется для идентифика-
ции бактерий, в том числе молочнокислых 
бактерий рода Lactobacillus. Данный метод 
идентификации можно применять как к 
грамположительным, так и к грамотрица-
тельным бактериям [14]. В данное время в 
качестве генетического маркера для иденти-
фикации молочнокислых бактерий широко 
используется ген 16S rRNA [12; 19].

Целью данной работы явилось изуче-
ние биохимических свойств и генетическая 
идентификация бактерий рода Lactobacillus, 
выделенных из спонтанных простокваш с 
территории Ирана и изучение их кислото- и 
желчеустойчивости.

Материалы и методы исследования

Выделение молочнокислых бактерий. 
Образцы простокваш домашнего приготов-
ления собирали асептически в стерильную 
посуду и до обработки помещали в холодиль-
ник. Из отобранных образцов были приго-
товлены суспензии, и из каждой суспензии по 
0,5 мл добавляли в жидкую «МРС»-среду сле-
дующего состава (г/л): глюкоза – 20, пептон – 
8, дрожжевой экстракт – 4, K2HPO4 – 2, твин-
80 – 1, диаммоний цитрат–2, натрий ацетат 
– 5, MgSO4 – 2, MnSO4 – 0,04, агар – 15. По-
сле инокуляции культуры инкубировали при 
370С в течение 24 час. в аэробных условиях. 
Для быстрого выявления кислотоустойчивых 
молочнокислых бактерий смешанные куль-
туры, выращенные в жидкой «МРС»-среде, 
переносили в буферный раствор с кислотно-
стью pH 3 и поддержали в течении 2,5 часа. 
При этом кислоточувствительные штаммы 
погибали. Из обработанной таким образом 
культуры брали 10 мл и помешали в свежую 
жидкую «МРС»-среду для получения нако-
пительной культуры. После 24 ч. инкубации 
1 мл суспензии переносили в агаризованную 
«МРС»-среду, размазывали шпателем и ин-
кубировали при 370С в микроаэрофильных 
условиях 48-72 час. Образующиеся колонии 
микроскопировали, окрашивали по Грамму 
и проверяли их каталазную активность [ 9].

Грамположительные и каталазанегатив-
ные штаммы переносили в жидкую «МРС» 
среду с 25% глицерином и 25% обезжирен-
ным молоком и сохраняли при - 800С.

Выделение ДНК и определение нукле-
отидной последовательности гена 16S r 
RNA. Хромосомальную ДНК бактериальных 
клеток изамировали по методу Kate Wilson 
[7]. Количество экстрагированной ДНК из-
меряли электрофотометрически на 1%-ном 
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агарозном геле, используя 40 мМ трис-ацетат 
буфер и 1мМ ЕДТА и этидий бромид (0,5 мг/
мл).

ПЦР для 16�������������������������   S������������������������    rRNA дальше дифференци-
ровался рестрикционным анализом, исполь-
зуя ферменты Tag 1(DNA polymerase). Смесь 
содержала 150 нг �����������������������    DNK��������������������    , 1�����������������   Eg���������������    «Ta�����������  g����������   ��������� DNA������  �����poly-
merase» 0,2 мМ каждого ДНТФ, 1 мл. буфер, 
1,5 мМ MgCl2, 15н моль каждого праймера. 
Программа ПЦР амплификации осуществля-
лась при следующих условиях: денатурация 
при 950С за 4 мин, ренатурация при 590С за 
55 сек, выпрямление ДНК при 720С за 5 мин. 
Ампликоны анализировались в 1%-ом ага-
розном геле с этидий бромидом (0,5мг/мл), 
ПЦР продуктов определяли по сравнению с 
цепью 1 кв ДНК. ПЦР программа была вы-
полнена с применением амплификатора DNA 
Engine Tedrad 2 Cycler РТС-0,240 (Bio-Rad).

При очистке ПЦР продуктов использова-
ли ферментативный метод (7). Реакцию сек-
венирования проводили с применением «Bid-
Dye Terminator V 3.1 Cycle sequencing Kit» с 
последующим разделением фрагментов на 
автоматическом генетическом анализаторе 
«3730 x 1DNA Analyzar» (Applied Biosystems). 
Полученные нуклеотидные последователь-
ности гена исследуемых культур сравнивали 
с последовательностью депонированной в 
NCBI Gen Bank 16S rDNA генома, присущего 
различным видам бактерий рода Lactobacillus 
[7].

Изучение кислотоустойчивости штам-
мов бактерий. Культуры штаммов молоч-
нокислых бактерий выращивали в жид-
кой «MRS»-среде при 370С 24 ч., после чего 
переносили в буферный раствор с pH 2,5 и 
поддерживали 3 часа. Затем культуру вы-
ращивали на агаризованной «MPS» среде и 
подсчитывали количество выживших клеток 
молочнокислых бактерий [9].

Изучение желчеустойчивости штаммов 
бактерий. В жидкую «MPS»-среду, содержа-
щую 0,3% бычьей желчи, вносили культу-
ры штаммов бактерий и инкубировали при 
370С. В качестве контроля использовали 
жидкую «�������������������������������    MPS����������������������������    »-среду без желчи. Рост кон-
тролировали по оптической плотности при 

600 нм на спектрофотометре «Genesystm S» 
[8; 9].

Результаты и их обсуждение

Из 4-х видов простокваши домашнего 
приготовления были выделены 15 штаммов 
бактерий. Микроскопическое исследование 
показало, что они имеют палочковидную 
форму. При окращивании по Грамму они ока-
зались грамположительными, а каталазный 
тест свидетельствовал об их каталазанегатив-
ности. Эти признаки характеризуют штаммы 
как представителей рода Lactobacillus.

Амплификация фрагмента гена 16S rRNA 
размером 1500 н.п. методом ПЦР 15-и штам-
мов представлена на рис.1. Нуклеотидная по-
следовательность гена исследованных 8-ми 
штаммов была характерна (98%) для вида 
Lactobacillus plantarum (рис.1), а у 7 штам-
мов – была сходна (94%) с видом Lactobacillus 
acidophylus (рис.2). Таким образом, 8 штам-
мов по гену 16S rRNA была идентифициро-
ваны как Lactobacillus plantarum, а 7 штаммов 
– как Lactobacillus acidophylus. Уровень гене-
тического родства гена 16S rRNA исследу-
емых штаммов 8, 46, 48, 49, 57, 60, 77, 88 по 
отношению Lactobacillus plantarum составил 
98%. Нуклеотидная последовательность гена 
16S rRNA штаммов 32, 44, 51, 64, 70, 71 и 82 
была идентична с Lactobacillus acidophylus. 
Идентичность нуклеотидной последователь-
ности гена 16S rRNA составила 94%.

Кислотоустойчивость является одним из 
основных свойств, показывающим жизне-
способность пробиотических (молочнокис-
лых) бактерий) при попадании в кислую сре-
ду желудка [8]. После желудка эти бактерии 
попадают в двенадцатиперстную кишку, где 
контактируют с желчью. Следовательно, ука-
занные бактерии должны быть устойчивыми 
к кислотности в желудке и желчи. Изучение 
кислотоустойчивости показало, что штаммы 
Lacto-bacillus acidophylus проявляют доста-
точную устойчивость к высокой кислотно-
сти среды. Так, выживаемость Lactobacillus 
acidophylus штаммов 64 и 70 составляла, со-
ответственно, 84 и 86% (табл.). Устойчи-
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вость к кислотности у штаммов Lactobacillus 
plantarum значительно варьировала, и выжи-
ваемость была в диапазоне от 5 до 58%. Наи-
большую устойчивость проявляли штаммы 
L. plantarum 57 и 60, у которых выживаемость 
составляла, соответственно, 58 и 52% (табл.). 
Следовательно, устойчивость к кислотности 
среды у штаммов L. acidophylus была в 1,5 – 
4,8 раза больше устойчивости штаммов L. 
plantarum. 

Рис. 1. Электрофорерограмма ПЦР продуктов амплификации фрагмента
16S rDNA гена для выделенных изолятов ( штаммов) Lactobacillus plantarum

Рис. 2. Электрофорерограмма ПЦР продуктов амплификации фрагмента 16S rDNA гена 
для выделенных изолятов ( штаммов) Lactobacillus acidophylus

Изучение толерантности молочнокислых 
бактерий к желчи показало, что у Lactobacillus 
acidophylus штаммов 44 и 51 время задержки 
роста составляло, соответственно, 40 и 30 
мин., а у кислотоустойчивых штаммов 64, 70, 
82 и 32 время задержки роста составляло, со-
ответственно, 60, 60, 50 и 50 мин. (табл.). Та-
кая же закономерность наблюдалась у штам-
мов L. plantarum. Так, у штаммов 57, 60, 77 и 
48, проявляющих высокую кислотоустой-
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чивость, время задержки роста, составляло, 
соответственно, 60,60, 50 и 40 мин., а у сла-
бокислотоустойчивых штаммов 8, 46, 88 и 49 
время задержки роста составляло, соответ-
ственно, 10, 20, 10 и 20 мин.

Следовательно, у штаммов обладающих 
высокой устойчивостью к кислотности на-
блюдается низкая устойчивость к желчи, и 
наоборот, у штаммов, обладающих высокой 
устойчивости к желчи наблюдается низкая 
устойчивость к кислотности. Следует от-
метить, что кислотоустойчивость штаммов 
Lactobacillus acidophylus была в 1,5 – 4,8 раза 
выше, чем у Lactobacillus plantarum, а устой-
чивость к желчи у L. plantarum была в 1,5 – 3 
раза выше, чем у L. acidophylus.
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