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Молочнокислые бактерии (МКБ), в частности 
рода Lactobacillus, играют важную роль в эколо-
гии желудочно-кишечного тракта, ряд микроорга-
низмов оказывает пробиотическое воздействие на 
организм человека и с/х животных.

Стоит отметить, что кроме общего оздорови-
тельного действия на организм человека и жи-

вотных, оказываемого продуктами метаболиз-
ма молочнокислых и пробиотических микроор-
ганизмов в составе функциональных продуктов 
и кормов, данные вещества и сами по себе пред-
ставляют большой интерес, так как часто являют-
ся высокоактивными агентами, подавляющими 
различного рода патогенную микробиоту [1].
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В работе представлены результаты исследований по оптимизации условий культивирования 
Lactobacillus reuteri LR1 для наибольшей продукции бактериоциноподобных соединений (в том 
числе предположительно реутерина). Для определения антимикробной активности был выбран 
из условно-патогенных микроорганизмов индикаторный штамм Escherichia coli АТСС 25922, 
содержание которого нормируется в продуктах питания на законодательном уровне. Была 
усовершенствована питательная среда для культивирования Lb. reuteri с целью наибольшего 
накопления бактериоциноподобных соединений, а также были установлены параметры поэтапного 
культивирования Lb. reuteri: 1-й этап культивирование на питательной среде для накопления 
клеточной биомассы; 2-й этап культивирование в водно-глицериновой среде для биоконверсии 
глицерина в антимикробные соединения (предположительно реутерин). Культивирование 
проводилось при температуре (37±1) °С в течение 18 ч на питательной среде следующего состава: 
гидролизованное молоко – 250 мл/л; дрожжевой экстракт – 10 г/л; пептон – 5 г/л; глюкоза – 20 г/л; 
натрий уксуснокислый – 5,0 г/л; фосфат калия однозамещенный – 2,0 г/л; магний сернокислый – 
0,2 г/л и марганец сернокислый – 0,5 г/л, при рН среды 6,4–6,6. Штамм-продуцент Lb. reuteri 
вносили в количестве 5%. Для биоконверсии глицерина наращенная биомасса помещалась в 
водно-глицериновую среду с содержанием глицерина 200 мМ и значением рН 6,6 при температуре 
37 °С в течение 2 ч. Диаметр зоны ингибирования роста тест-штамма E. coli полученного раствора 
бактериоциноподобных соединений составил около 25 мм.
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активность, реутерин, биоконверсия глицерина, оптимизация условий культивирования.
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Сокращения: МКБ – молочнокислые бактерии; СПА – сухой питательный агар.
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Многие виды МКБ продуцируют антими-
кробный компонент широкого спектра дей-
ствия  – реутерин. Так, реутерин продуцирует-
ся некоторыми штаммами Lactobacillus reuteri 
во время анаэробной ферментации глицерина. 
Биосинтез реутерина осуществляется путем пре-
вращения глицерина в 3-гидроксипропиональ-
дегид (3-HPA) с участием B12-зависимой гли-
церолдегидратазы [2]. В водном растворе реуте-
рин представляет собой динамическую систему, 
состоящую из 3-HPA, его гидрата 1,1,3-пропан-
триола, его димера 2-(2-гидроксиэтил)-4-гидрок-
си-1,3-диоксана и акролеина [2, 3]. Недавно было 
показано, что акролеин является основным ком-
понентом данной динамической системы, кото-
рый отвечает за антимикробную активность реу-
терина [3]. Взаимопревращения 3-HPA и акроле-
ина не происходит при температуре 4 °С и рН 4, 
тогда как при более высоких температурах рав-
новесие смещено в сторону акролеина [3]. 3-HPA 
может далее превращаться в 1,3-пропандиол 
(1,3-PD) в присутствии глюкозы с участием нико-
тинамидадениндинуклеотид (NAD+)-зависимой 
оксидоредуктазы [4].

Хотя первоначально продукция реутерина 
была обнаружена у вида Lb. reuteri, который яв-
ляется частью эндогенной бактериальной ми-
кробиоты как у людей, так и у животных, позд-
нее было показано, что такие виды лактобацилл, 
как Lactobacillus brevis, Lb. buchneri, Lb.collinoi-
des и Lb. coryniformis также способны синтези-
ровать данное соединение [5]. Помимо лактоба-
цилл синтезировать реутерин могут также бак-
терии рода Bacillus, Citrobacter, Clostridium, 
Enterobacter и Klebsiella, однако, у всех осталь-
ных видов бактерий промежуточный продукт 
метаболизма глицерина – реутерин – распадает-
ся до 1,3-пропандиола и далее до воды и угле-
кислого газа. И только у Lb.  reuteri эффектив-
ность оксидоредуктазы, разрушающей реуте-
рин, в анаэробных условиях, достаточно низкая, 
что способствует накоплению реутерина в кон-
центрациях, токсичных для других бактериаль-
ных клеток.

Реутерин водорастворим, эффективен в широ-
ком диапазоне рН, устойчив к протеолитическим 
и липолитическим ферментам, и поэтому изучен 
как пищевой консервант или вспомогательное те-
рапевтическое средство [6–8]. Реутерин синтези-
руется in vitro при рН, температуре и анаэробных 
условиях, близких к условиям желудочно-кишеч-
ного тракта [9]. In vivo биосинтез активного реу-
терина может происходить в толстой кишке в про-

цессе метаболизма кишечной микробиоты, в том 
числе Lb. reuteri, при наличии достаточного ко-
личества глицерина, который является продуктом 
микробиологического брожения и переваривания 
жиров в просвете кишечника [9, 10].

Lb. reuteri представляет собой облигатную ге-
тероферментативную молочнокислую палочку, 
обитающую в желудочно-кишечном тракте лю-
дей и животных [11, 12]. Поиск штаммов способ-
ных эффективно синтезировать антимикробные 
бактериоциноподобные соединения (в том чис-
ле реутерин) представляет большой практиче-
ский интерес, поскольку, с одной стороны, Lb. re-
uteri является доминирующим видом лактобакте-
рий кишечника у многих видов млекопитающих и 
птиц [13, 14], а с другой стороны, благодаря био-
химическим свойствам и широкому спектру анти-
микробного и фунгицидного действия, реутерин 
и другие подобные соединения обладают высо-
ким потенциалом в качестве пищевого консерван-
та [1, 15, 16] и антимикробного терапевтического 
средства [7, 8].

Существенное значение для увеличения выхо-
да бактериоциноподобных соединений, продуци-
руемых МКБ, имеет состав питательной среды и 
параметры культивирования штамма-продуцента. 
Изменяя параметры культивирования, удается ре-
гулировать выход бактериоциноподобных соеди-
нений [17, 18]. Так, например, показано, что про-
дукция низин-подобного бактериоцина штаммом 
Lactococcus lactis происходит эффективно на сре-
дах MRS и M17 [19, 20].

При использовании тех или иных сред для 
культивирования микроорганизмов с целью вы-
яснения их антибиотических свойств большое 
значение имеет качественная характеристика от-
дельных компонентов [21]. Источники азота ока-
зывают важное влияние на образование антибио-
тических веществ микроорганизмами. Обычно 
в средах для культивирования микроорганизмов 
источниками азота служат соли азотной или реже 
соли азотистой кислоты, аммонийные соли орга-
нических или неорганических кислот, или амино-
кислоты, белки и продукты их гидролиза (пепто-
ны, гидролизаты). В качестве источника углерода 
используются дисахариды, полисахариды, спир-
ты и кислоты. На одних источниках углерода раз-
витие организма и биосинтез бактериоцина про-
исходит хорошо, на других – организм или не раз-
вивается, или не синтезирует бактериоцин. [21]. 
При биосинтезе большинства продуктов обмена 
веществ микроорганизмов в состав сред входят 
неорганические фосфорсодержащие соединения 
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в виде фосфат-ионов. Они необходимы для рос
та микроорганизмов и синтеза многих жизненно 
важных соединений. 

Активная кислотность (pH) питательной сре-
ды, как и ее состав, существенно влияют на раз-
витие микроорганизмов, на характер их обмена и, 
следовательно, на процесс образования бактерио-
циноподобных соединений [22].

Цель настоящей работы ‒ оптимизация соста-
ва питательной среды и условий культивирования 
для эффективного биосинтеза штаммом Lb. reu-
teri LR1 бактериоциноподобных соединений, в 
частности, предположительно реутерина.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Культуры
В работе использовался штамм лактобацилл 

Lb.  reuteri LR1 из фонда Коллекции микроорга-
низмов Всероссийского научно-исследователь-
ского института молочной промышленности 
(ВНИМИ, Москва, Россия). Инокулят L.  reu-
teri LR1 получали культивированием в MRS-бу-
льоне («Биокомпас-С», Россия) при температуре 
(37±1) °C.

В качестве тест-штаммов были использованы 
грамотрицательные Escherichia coli АТСС 25922, 
Salmonella typhimurium АТСС 14028 и грамполо-
жительные бактерии Staphylococcus aureus АТСС 
6538. Штаммы E. coli АТСС 25922 и St.  aureus 
АТСС 6538 были получены из ФГБУ Научный 
центр экспертизы средств медицинского приме-
нения Минздрава России, штамм S.  typhimurium 
был предоставлен ФГБУ ГИСК им. Л. А. Тарасе-
вича Минздравсоцразвития России.

Тестируемые штаммы E. coli АТСС 25922, 
S.  typhimurium АТСС 14028 и St. aureus АТСС 
6538 выращивали на скошенном питательном ага-
ре при температуре (37±1) °С. 

Антагонистическая активность
Антагонистичекую активность штамма Lb. re-

uteri LR1 определяли методом смешанных попу-
ляций в сравнении с ростом тест-штаммов в мо-
нокультурах [23]. Совместное культивирование 
проводили в 20 мл питательной среды MRS-бу-
льон при температуре (37±1) °С, куда вносили по 
1 мл инокулятов Lb. reuteri LR1 и тестируемого 
штамма. Подсчет количества клеток тест-штам-
ма, выросших в монокультуре на среде СПА 
(«Биокомпас-С») (приняты за 100%) и в со-куль-
туре, проводили через 24 и 48 ч культивирования.

Определение биосинтеза 
бактериоциноподобных соединений

Биосинтез бактериоциноподобных соедине-
ний, в том числе предположительно реутерина, 
продуцируемых штаммом Lb. reuteri LR1, опре-
деляли по изменению антимикробной активности 
против выбранного индикаторного тест-штамма 
методом диффузии в агар с использованием лу-
нок в толще агара [24]. Для этого индикаторный 
штамм E. coli АТСС 25922 культивировали при 
температуре (37±1) °С в течение 24 ч на скошен-
ном питательном агаре, затем готовили суспен-
зию клеток, которую в количестве 1% вносили в 
регенерированную питательную среду СПА с до-
бавлением Твин 80 (Sigma, США) при температу-
ре (45±2) °С, тщательно перемешивали и разлива-
ли в стерильные чашки Петри так, чтобы толщина 
слоя питательной среды составляла 5 мм. После 
застывания питательной среды стеклянной тру-
бочкой делали лунки диаметром 5 мм, в которые 
вносили тестируемые образцы. Чашки выдержи-
вали при комнатной температуре в течение 3 ч, 
затем инкубировали при температуре (37±1)  °С. 
Измерение диаметра зоны ингибирования роста 
индикаторного штамма проводили через 24 ч.

Оптимизация условий культивирования 
Для определения оптимального содержания 

глицерина в ростовой среде MRS-бульон, в среду 
вносили 1% инокулята Lb. reuteri LR1 и культиви-
ровали при температуре (37±1) °С в течение 24 ч. 
Затем наращенную культуру вносили в 50 мл сре-
ды MRS-бульон и культивировали 3 ч при темпера-
туре (37±1) °С, после чего по 5% культуры вносили 
в питательную среду MRS-бульон с различным ко-
личеством глицерина (0 мМ, 50, 100, 150, 200, 250, 
350, 450 мМ) и культивировали 18 ч при темпера-
туре (37±1) °С. По окончании культивирования об-
разцы центрифугировали при 14000 g. в течение 
10 мин, надосадочную жидкость пропускали через 
фильтр с размером пор 0,22 мкм (Sartorius, США). 
После этого в образцах определяли антимикроб-
ную активность методом диффузии в агар с исполь-
зованием лунок в толще агара, как описано выше.

Для определения оптимального содержания 
глицерина в водно-глицериновой среде для био-
конверсии в антимикробные бактериоциноподоб-
ные соединения (предположительно реутерин) 
накопленные в питательной среде клетки Lb. re-
uteri LR1 отделяли центрифугированием, прово-
дили промывку полученной биомассы и вноси-
ли ее в водно-глицериновую среду с содержанием 
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глицерина 150 мМ, 200 и 250 мМ, термостатирова-
ли 2 ч при температуре 37±1 ºС. После термостати-
рования (биоконверсии) водно-глицериновую сре-
ду с Lb. reuteri LR1 центрифугировали при 14000 g 
10 мин., полученный супернатант фильтровали че-
рез фильтр с размером пор 0,22 мкм, затем тести-
ровали антимикробную активность методом лу-
ночной диффузии в агар, как описано выше.

Для изучения влияния активной кислотности 
питательной среды на продукцию антимикроб-
ных бактериоциноподобных соединений (пред-
положительно реутерина) были выбраны следую-
щие значения рН: 5,8; 6,0; 6,2; 6,4; 6,6. Культиви-
рование Lb. reuteri LR1 проводили в биореакторах 
фирмы DAS GIP (Германия) в условиях периоди-
ческого культивирования при постоянной ней-
трализации питательной среды 20%-ным водным 
раствором NaOH для поддержания значений ак-
тивной кислотности на заданном уровне (указано 
выше), при постоянном перемешивании со скоро-
стью вращения мешалки 60 об./мин.

Для исследования влияния различных источ-
ников азота на рост биомассы Lb. reuteri и нако-
пление антимикробных соединений (предполо-
жительно реутерина) был составлен центральный 
композиционный план для 3-факторного экспери-
мента (табл. 1).

В качестве независимых факторов были вы-
браны такие источники азота как пептон с уров-
нями фактора 0, 0,5 и 1%, дрожжевой экстракт с 
уровнями фактора 0,5, 1 и 1,5% и гидролизованное 
молоко с уровнями фактора 0, 25 и 50%. Влияние 
эффектов каждого фактора, а также их взаимо-
действий были оценены с использованием метода 
ANOVA. Разница в значениях для каждого факто-
ра была проанализирована в тестах парного срав-
нения, различия принимались за статистически 
значимые на уровне значимости p≤0.05.

Все экспериментальные работы проводились 
в 3-, 5-кратной повторности. 

Математическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили с помощью методов ста-
тистики и регрессионного анализа с использова-
нием программного обеспечения Microsoft Office 
и Statistica 10. Для эффективной постановки опы-
тов и выбора рациональных параметров исполь-
зовали метод математического планирования экс-
перимента. Достоверность полученных результа-
тов оценивали с помощью критерия Стъюдента, 
полученные регрессионные зависимости прове-
ряли на адекватность экспериментальным дан-
ным по критерию Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Антагонистическая активность штамма 
Lactobacillus reuteri в отношении 
индикаторных тест-культур

Ранее было показано, что штамм Lb. reuteri 
LR1, выделенный в 2014 г. из фецес здорового че-
ловека, оказывает пробиотический эффект in vivo 
[25] и обладает выраженной антагонистической 
активностью в отношении клинических изолятов 
Klebsiella pneumoniae, характеризующихся мно-
жественной устойчивостью к антибиотикам [23]. 

Как и другие пробиотические микроорганиз-
мы, Lb. reuteri может синтезировать различные ан-
тимикробные соединения, в том числе реутерин, 
обладающий широким спектром антимикробного 
действия и образующийся во время анаэробного 
метаболизма глицерина. Реутерин обладает мощ-
ным антимикробным действием против бактерий, 
дрожжей, грибов и простейших [26–28]. Хорошо 
известно, что способность синтезировать различ-
ные антимикробные бактериоциноподобные сое-
динения, включая биосинтез реутерина, является 
штамм-специфичной характеристикой. Так, раз-
ные штаммы Lb. reuteri могут синтезировать раз-
личные количества данных соединений или не 
продуцировать вовсе.

Та бл и ц а  1 
Центральный композиционный план  
для поверхности отклика (%)
Design of experiment for carbon source and carbon 
content in nutrient medium optimization (%)

Номер 
п/п Пептон Дрожжевой 

экстракт
Гидролизованное 

молоко
1 1,0 0,5 0,0
2 0,5 0,5 25,0
3 0,0 1,0 25,0
4 0,0 0,5 0,0
5 0,5 1,0 0,0
6 0,5 1,0 50,0
7 0,0 0,5 50,0
8 0,5 1,0 25,0
9 0,0 1,5 50,0
10 0,0 1,5 0,0
11 1,0 1,5 0,0
12 1,0 1,0 25,0
13 0,5 1,0 25,0
14 0,5 1,5 25,0
15 1,0 0,5 50,0
16 1,0 1,5 50,0
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Для изучения способности штамма Lb. reuteri 
синтезировать антимикробные соединения, необ-
ходимо было выбрать условно-патогенный инди-
каторный штамм, подходящий для определения ак-
тивности бактериоциноподобных соединений, про-
дуцируемых Lb. reuteri. В качестве тест-штаммов в 
данной работе были использованы три условно-па-
тогенных микроорганизма – E. coli, S. typhimurium и 
St. aureus, количество которых нормируется в про-
дуктах питания на законодательном уровне. Анти
микробная активность Lb. reuteri по отношению к 
выбранным тест-штаммам показана на рис. 1.

Наибольшую активность Lb. reuteri прояв-
лял по отношению к штамму E. coli, количество 
жизнеспособных клеток после со-культивирова-
ния с Lb.  reuteri снизилось на 2,741 lg(КОЕ/мл) и 
5,24 lg(КОЕ/мл) через 24 ч и 48 ч соответственно. 
Действительно, недавно было показано, что грам-
положительные микроорганизмы, такие как St. au-
reus, могут быть более устойчивы к действию ан-
тимикробных соединений, например реутерина, не-
жели грамотрицательные, причем среди последних 
наиболее чувствительной к реутерину оказалась 
E. coli DH5α. [29]. Таким образом, как наиболее под
ходящий индикаторный штамм был выбран E. coli, 
чья выживаемость в процессе совместного культи-
вирования с Lb. reuteri была значительно ниже, чем 
у остальных тестируемых штаммов бактерий.

Оптимизация состава питательной  
и водно-глицериновой сред 

Поскольку известно, что продукция такого 
бактериоциноподобного соединения, как реуте-

рин, культурой Lb. reuteri увеличивается в пита-
тельной среде в присутствии глицерина, было ис-
следовано влияние различного количества гли-
церина в питательной среде культивирования на 
накопление антимикробных соединений (пред-
положительно реутерина) штаммом Lb. reuteri. 
Как видно на рис. 2a, активность культуральных 
жидкостей штамма Lb. reuteri против индикатор-
ной культуры E.  coli имела наибольшие значе-
ния при концентрации глицерина в культуральной 
среде 150 мМ и 200 мМ. При этом статистически 
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Рис. 1. Антагонистическая активность Lactobacil-
lus reuteri по отношению к индикаторным тест-штам-
мам условно-патогенных микроорганизмов E. coli, 
S. typhimurium и St. aureus.
Fig. 1 Antagonistic activity of Lactobacillus reuteri to-
wards test strains of opportunistic pathogens E. coli, 
S. typhimurium and St. aureus.
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Рис. 2. Антимикробная активность Lactobacillus reuteri в отношении индикаторного тест-штамма E. сoli. a – культи-
вирование в среде MRS-бульон с глицерином; b – супернатант после биоконверсии глицерина в водно-глицериновой 
среде при поэтапном способе культивирования
Fig. 2. Antagonistic activity of Lactobacillus reuteri towards test strain E. coli. (a), cultivation on MRS-medium supplement-
ed with glycerol; (b), cultivation on water-glycerol medium after preliminary cultivation on MRS-medium
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значимых различий в антимикробной активно-
сти при внесении глицерина (150 и 200 мМ) в сре-
ду культивирования не наблюдалось, однако, при 
увеличении концентрации глицерина в среде бо-
лее 200  мМ антимикробная активность заметно 
падала (рис. 2a). 

Также было установлено, что при культивиро-
вании на питательной среде MRS-бульон с добав-
лением 150 и 200 мМ глицерина через определен-
ный промежуток времени происходит гибель кле-
ток Lb. reuteri (рис. 3)

Действительно известно, что реутерин в кон-
центрации от 15 до 30 мг/мл подавляет рост 
грамотрицательных и большинства грамположи-
тельных бактерий, дрожжей, грибов и простей-
ших, в концентрациях 60–150 мг/мл реутерин 
токсичен для лактобактерий, включая собствен-
но Lb. reuteri [30].

Поскольку биосинтез антимикробных соеди-
нений, в том числе реутерина, осуществляется 
только живыми бактериальными клетками и при 
их выделении также возникает необходимость 
очистки от питательной среды сложного соста-
ва, целесообразно было использовать поэтап-
ное культивирование штамма Lb. reuteri:  сначала 
на питательной среде для накопления клеточной 
биомассы, а затем в водно-глицериновой среде 
для биоконверсии глицерина в антимикробные 
соединения (предположительно реутерин).

Было показано, что в диапазоне концентраций 
глицерина 150‒250 мМ зоны ингибирования роста 
индикаторного тест-штамма были заметно боль-
ше при двухэтапном способе культивирования – 
19‒23 мм против 12‒14 мм при культивировании 
Lb. reuteri на MRS-бульоне с добавлением глице-
рина (рис. 2). Поскольку при содержании глицери-
на в водно-глицериновой среде в количестве 150 
и 200 мМ антимикробная активность супернатан-
тов статистически значимо не различалась, но при 
этом была несколько выше, чем при содержании 
глицерина 250 мМ (рис. 2b), все дальнейшие ис-
следования проводили при внесении глицерина в 
водно-глицериновую среду в количестве 200 мМ.

Следующим шагом в исследовании была оп-
тимизация состава питательной среды – первый 
этап культивирования Lb. reuteri при поэтапном 
способе. Было исследовано влияние различных 
источников азота, углеводов и солей на рост био-
массы Lb. reuteri и накопление антимикробных 
соединений (предположительно реутерина).

В качестве азотсодержащего компонента сре-
ды для накопления антимикробных соединений, 
продуцируемых Lb. reuteri, использовали пептон, 
дрожжевой экстракт и гидролизованное молоко 
при фиксированных условиях культивирования 
в бутылочках емкостью 150 мл: начальное зна-
чение рН – 6,2, температура культивирования  – 
(37±1) °С, количество глюкозы в среде – 2%. 

Рис. 3. Динамика изменения количества клеток Lactobacillus reuteri LR1 при культивировании на питательной среде 
MRS-бульон с добавлением различного количества глицерина

Fig. 3. Lactobacillus reuteri LR1 growth on nutrient media MRS-бульон containing various glycerol concentration
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Результаты проведенных исследований пока-
зали, что такие факторы (компоненты) как гидро-
лизованное молоко, дрожжевой экстракт, а так-
же сочетание пептона и гидролизованного молока 
статистически значимо (р≤0,05) влияли на вели-
чину антимикробной активности Lb. reuteri, в то 
время как сочетания факторов пептон и дрожже-
вой экстракт, дрожжевой экстракт и гидролизо-
ванное молоко статистически значимого влияния 
на величину антимикробной активности не ока-
зывали (рис. 4). На основании проведенных ис-
следований в качестве источников азота для пи-
тательной среды были выбраны гидролизованное 
молоко в количестве 25%, дрожжевой экстракт ‒ 
1,0% и пептон – 0,5%.

При выборе источников углеводов в составе 
оптимизированной по источнику азота питатель-
ной среды исследовали влияние глюкозы, лакто-
зы и сахарозы отдельно и в смеси на накопление 
биомассы и биосинтез бактериоциноподобных 
соединений. Однако в результате проведенных 
исследований было установлено, что исследуе-
мые углеводы на продукцию антимикробных со-
единений штаммом Lb. reuteri статистически зна-
чимого влияния не оказывали (табл. 2). Исходя 

из совокупности полученных данных, в качестве 
углевода в состав питательной среды для культи-
вирования на основе гидролизованного молока, 
дрожжевого экстракта и пептона была выбрана 
глюкоза в количестве 20 г/л.

В состав сред для культивирования Lactoba-
cillus, как правило, входят следующие соли: фос-
фат калия однозамещенный, натрий уксуснокис-
лый, аммоний цитрат 2-замещенный, магний сер-
нокислый, марганец сернокислый [31]. В состав 
ранее разработанной среды для культивирова-
ния Lb. reuteri входили следующие соли: фосфат 
калия однозамещенный – 2 г/л, натрий уксусно-
кислый – 5 г/л, магний сернокислый – 2 г/л, мар-
ганец сернокислый – 0,05 г/л [31]. Для исследо-
вания влияния указанных солей на биосинтез ан-
тимикробных соединений (предположительно 
реутерина), продуцируемых Lb.  reuteri, был со-
ставлен центральный композиционный план для 
4-факторного эксперимента, в котором в каче-
стве независимых факторов использовали фос-
фат калия однозамещенный с уровнями фактора 
0 г/л, 2 и 4 г/л, натрий уксуснокислый с уровня-
ми фактора 0 г/л, 2,5 и 5 г/л, магний сернокислый 
с уровнями фактора 0,2 г/л, 1,1 и 2 г/л и марганец  

Рис. 4. Поверхность отклика для определения антимикробной активности реутерина при использовании различных 
источников азота в составе питательной среды культивирования Lactobacillus reuteri

Fig. 4. Effect of various nitrogen sources on antagonistic activity of Lactobacillus reuteri towards test strain E. coli
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сернокислый с  уровнями фактора 0 г/л, 0,25 и 
0,5 г/л (табл. 3). На основании плана эксперимен-
та было составлено 18 питательных сред и прове-
дены исследования по влиянию указанных солей 
на антимикробную активность Lb.  reuteri. Наи-
большая антимикробная активность, выраженная 
диаметром зоны ингибирования роста E. coli на-

блюдалась в питательных средах № 8, 10, 11, 13 
и 17 (зона ингибирования роста E. coli составля-
ла 20–22 мм) (табл. 3). Статистически значимого 
влияния на продукцию антимикробных соедине-
ний (предположительно реутерина) исследуемые 
соли не оказывали. Наибольшие зоны ингибиро-
вания роста E. coli – (21,75±1,5) мм ‒ наблюдались 

Та бл и ц а  2
Влияние различных источников углеводов в питательной среде культивирования Lactobacillus reuteri  
на продукцию бактериоциноподобных соединений (предположительно реутерина), выраженное  
диаметром зоны ингибирования роста индикаторного тест-штамма E. coli 

The effect of various carbon sources on bacteriocin-like compounds production (presumably reuterin)  
by Lactobacillus reuteri (estimated by inhibition zone of E. coli test strain growth)

Варьируемый фактор, %
pH Биомасса, г Диаметр зоны ингибирования 

роста, ммГлюкоза Лактоза Сахароза
0,0 0,0 2,0 4,66 1,25 15,25±0,96
2,0 0,0 2,0 4,54 1,07 17,50±0,73
0,0 2,0 0,0 4,61 1,19 14,75±0,26
2,0 2,0 2,0 4,46 1,10 19,75±0,26
2,0 0,0 0,0 4,61 0,94 16,00±0,15
0,0 2,0 2,0 4,50 1,12 17,25±0,22
0,0 0,0 0,0 4,75 1,34 14,50±0,73
2,0 2,0 0,0 4,50 1,00 17,25±0,96

Та бл и ц а  3
Влияние различных солей на биосинтез антимикробных бактериоциноподобных  
соединений (предположительно реутерина)
The effect of various salts on antimicrobial bacteriocin-like compounds biosynthesis (presumably reuterin)

№
среды

Варьируемый фактор, г/л
pH

Диаметр зоны 
ингибирования 
роста E. coli, мм

Натрий 
уксуснокислый

Фосфат калия 
однозамещенный

Магний 
серно-кислый

Марганец 
серно-кислый

1 5,0 0,0 0,2 0,50 4,20 16,75±0,50
2 2,5 2,0 1,1 0,00 4,03 17,50±0,58
3 2,5 2,0 1,1 0,25 4,09 18,00±0,82
4 2,5 2,0 1,1 0,25 4,23 16,50±0,58
5 0,0 4,0 2,0 0,50 4,20 16,00±0,50
6 5,0 4,0 2,0 0,00 4,20 16,00±0,50
7 0,0 2,0 1,1 0,25 4,24 17,25±0,50
8 5,0 2,0 0,2 0,50 4,22 21,75±1,50
9 2,5 4,0 1,1 0,25 4,39 19,25±0,96
10 0,0 4,0 0,2 0,50 4,16 20,00±0,50
11 5,0 2,0 1,1 0,25 4,18 20,50±0,58
12 5,0 0,0 2,0 0,50 4,22 19,00±0,82
13 2,5 2,0 0,2 0,25 4,15 20,00±0,50
14 5,0 4,0 0,0 0,00 4,31 17,50±0,57
15 2,5 2,0 1,1 0,50 4,35 19,25±0,50
16 5,0 0,0 0,2 0,50 4,33 18,50±2,38
17 2,5 2,0 1,1 0,00 4,40 20,25±0,50
18 2,5 2,0 1,1 0,25 4,23 18,00±2,31
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при содержании в питательной среде натрия ук-
суснокислого – 5,0 г/л, фосфата калия однозаме-
щенного – 2,0 г/л, магния сернокислого – 0,2 г/л и 
марганца сернокислого – 0,5 г/л.

Оптимизация условий культивирования 
штамма Lactobacillus reuteri

При определении закономерностей накопле-
ния антимикробных соединений (предположи-
тельно реутерина), продуцируемых Lb. reuteri 
были проведены исследования по влиянию значе-
ний pH питательной среды, оптимизированной на 
первом этапе работы, вносимого в питательную 
среду количества инокулята; различных значе-
ний начальной активной кислотности водно-гли-
цериновой среды, температуры и продолжитель-
ности биоконверсии на накопление антимикроб-
ных соединений. 

Наибольшая продукция антимикробных сое-
динений (предположительно реутерина) наблю-
далась при значении pH среды 6,2–6,4, при этом 
зона ингибирования роста тест-штамма E. coli со-
ставила 22–23 мм (табл. 4).

При проведении исследований по влиянию 
количества вносимого инокулята Lb.  reuteri доза 
инокулята составляла 1%, 3, 5 и 10%. Культиви-
рование проводили на оптимизированной пита-
тельной среде в течение 18 ч при температуре 
(37±1) °С, начальное значение pH среды составля-
ло 6,2. Наибольшее накопление антимикробных 
соединений было отмечено при вносимой дозе 
инокулята 5 и 10%, диаметр зоны ингибирования 
роста E. coli при этом составлял 24,5–24,8 мм, что 
коррелировало с количеством биомассы и клеток 
Lb. reuteri.

При проведении исследований по определе-
нию оптимальной продолжительности биоконвер-
сии глицерина в антимикробные соединения (пред-
положительно реутерин) в водно-глицериновой 
среде варьировали время (от 1 до 4 ч) и температу-

ру (30 и 37 ºС) биоконверсии. При этом клеточную 
биомассу Lb. reuteri культивировали в питатель-
ной среде также при двух показаниях температу-
ры – 30 и 37 ºС, поскольку по литературным дан-
ным оптимальная температура для накопления ре-
утерина составляет 30 и 37 °С [32]. Показано, что 
температура культивирования Lb. reuteri и темпе-
ратура биоконверсии в водно-глицериновой среде 
статистически значимо влияют на выработку ан-
тимикробных соединений (предположительно ре-
утерина) (рис. 5). Наибольшие зоны ингибирова-
ния роста E. coli (24,7±0,3 мм) были получены при 
температуре культивирования штамма-продуцен-
та Lb. reuteri – 37 °С, при температуре и продол-
жительности биоконверсии 37 °С и 2 ч, соответ-
ственно (рис. 5a, 5c). При температуре биоконвер-
сии 30 °С зоны ингибирования роста тест-штамма 
были меньше по сравнению с 37 °С, при этом наи-
большие значения были отмечены через 4 ч инку-
бирования (рис. 5b).

Для исследования влияния начальных зна-
чений pH водно-глицериновой среды на биокон-
версию глицерина в антимикробные соединения 
(предположительно реутерин) штаммом Lactoba-
cillus reuteri начальные значения pH изменяли от 
5,4 до 6,8 ед. с шагом 0,2, при этом значение ак-
тивной кислотности по окончании биоконверсии 
во всех образцах составляло 4,2±0,2: 

pH водно-
глицериновой 

среды

Диаметр зоны 
ингибирования  
роста E. coli, мм

5,4 24,50±0,71
5,6 24,50±0,71
5,8 24,25±0,35
6,0 24,50±0,71
6,2 23,50±2,12
6,4 24,50±0,71
6,6 24,75±0,35
6,8 22,50±2,12

Та бл и ц а  4
Влияние различных значений pH питательной среды на продукцию антимикробных  
бактериоциноподобных соединений (предположительно реутерина) штаммом Lactobacillus reuteri

The рН effect of the nutrient medium on the antimicrobial bacteriocin-like compounds production  
(presumably reuterin) by the strain Lactobacillus reuteri

Показатель
pH

5,8 6,0 6,2 6,4 6,6
Количество клеток Lb. reuteri, lg (КОЕ/мл) 8,7±0.34 8,8±0,21 8,9±0,11 9,3±0,23 8,7±0,15
Диаметр зоны ингибирования роста  
тест-штамма E. coli, мм 17±1,41 19±1,41 22±1,41 23±1,41 21±1,06
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Показано, что антимикробная активность 
Lb.  reuteri, выраженная диаметром зоны ингиби-
рования роста тест-штамма E. coli, изменялась не-
значительно от (22,50±2,12) до (24,75±0,35) мм 
при всех выбранных начальных значениях pH 
среды. Наибольшая активность наблюдалась при 
начальном значении активной кислотности pH 
водно-глицериновой среды равной 6,6.

Таким образом, в работе показано, что про-
биотический штамм Lb. reuteri, обладающий ан-
тимикробной активностью в отношении грам-
положительных и грамотрицательных бактерий, 
синтезирует в присутствии глицерина бактери-
оциноподобное соединение – предположитель-
но реутерин. Оптимальным способом для эффек-
тивного биосинтеза антимикробных соединений 
(предположительно реутерина) является двух
этапное культивирование: сначала в питатель-
ной среде для накопления клеточной биомассы, 
затем в водно-глицериновой среде для биокон-
версии глицерина в предположительно реутерин. 

При этом оптимальный состав питательной сре-
ды для наращивания клеточной биомассы Lb. reu-
teri следующий: гидролизованное молоко – 25%; 
дрожжевой экстракт – 1,0%; пептон – 0,5%; глю-
коза  – 20  г/л; натрий уксуснокислый – 5,0 г/л; 
фосфат калия однозамещенный – 2,0 г/л; маг-
ний сернокислый – 0,2  г/л; марганец сернокис-
лый – 0,5 г/л. Штамм-продуцент L. reuteri вносят 
в количестве 5% при значениях рН среды 6,4‒6,6, 
температуры 37 °С и продолжительности куль-
тивирования в течение 18 ч. После этого клетки 
отделяют центрифугированием, промывают по-
лученную биомассу и вносят в водно-глицери-
новую среду для биоконверсии глицерина в бак-
териоциноподобное соединение – предположи-
тельно реутерин. При этом содержание глицерина 
в водно-глицериновой среде составило 200  мМ, 
исходное значение рН 6,6, температура и продол-
жительность биоконверсии  – 37  °С и 2 ч, соот-
ветственно. Диаметр зоны ингибирования роста 
тест-штамма E.  coli полученным раствором со-
ставил около 25 мм.
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Рис. 5. Влияние температуры культивирования 
и биоконверсии (a), а также продолжительности 
биоконверсии при температурах 30 °С (b) и 37 °С 
(c) на накопление антимикробных бактериоци-
ноподобных соединений (предположительно ре-
утерина) штаммом Lactobacillus reuteri

Fig. 5. Effect of temperature of cultivation and bio-
conversion (a), and bioconversion time at 30°С (b) 
and 37°С (c) on antimicrobial bacteriocin-like com-
pounds production (presumably reuterin) by Lacto-
bacillus reuteri 
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Abstract–The article presents the results of the study on optimization of culturing conditions to increase the 
production of a bacteriocin-like compounds, (presumably including reuterin) by the Lactobacillus reuteri 
LR1 strain. A strain Escherichia coli ATCC 25922, an opportunistic microorganism, the content of which 
is standardized in foods by the Food Safety Legislation was selected as an indicator of the antimicrobial 
activity. The nutrient medium for the L. reuteri LR1 cultivation was optimized to increase the production 
of bacteriocin-like compounds, and parameters of the producer phased growing were established: (1), 
the cultivation on the initial medium for biomass accumulation; and (2), the growth on a water-glycerol 
medium to converse glycerol to antimicrobial compounds, presumably reuterin. The first stage was carried 
out as follows: the L. reuteri LR1 strain culture (5%) was inoculated into a medium of the following 
composition: hydrolyzed milk – 250 mL/L; yeast extract – 10 g/L; peptone – 5 g/L; glucose – 20 g/L; 
sodium acetate – 5.0 g/L; monosubstituted potassium phosphate – 2.0 g/L; magnesium sulfate – 0.2 g/L 
and manganese sulfate – 0.5 g/L, pH 6.4–6.6. The process was carried out for 18 h at (37±1) °С. The 
second stage included the cultivation of the obtained biomass in a 200 mM glycerol-containing aqueous 
solution, pH 6.6, for 2 h at 37 °С. The inhibition zone of the test E. coli strain caused by the produced 
bacteriocin-like compounds was 25 mm.

Key words: bacteriocin-like compounds, Lactobacillus reuteri, antimicrobial activity, reuterin, glycerol 
bioconversion, optimization of culturing conditions
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