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В работе представлены результаты исследований по созданию на основе молочнокислых и пропио-
новокислых бактерий комбинированной закваски и изучению функциональных свойств продуктов,
полученных на ее основе. Показано, что кисломолочный продукт, полученный с использованием
комбинированной закваски на основе подобранных штаммов: Streptococcus cremoris СR201, Lactoba-
cillus rhamnosus Ф и Propionibacterium shermanii Э2 в соотношении 2 : 1 : 6 (об./об./об.) in vitro обладал
выраженным антагонистическим действием в отношении патогенных, условно-патогенных микро-
организмов и возбудителей порчи продуктов, а также ингибировал активность ангиотензин-1-пре-
вращающего фермента, в моделях in vivo оказывал бифидогенное и умеренное гипотензивное дей-
ствие. Кроме того, добавление в обезжиренное молоко гидролизатов сывороточных белков коро-
вьего молока приводило к усилению роста пропионовокислых бактерий и увеличению количества
жизнеспособных клеток в готовом кисломолочном продукте, что повышало его антимикробную ак-
тивность in vitro и бифидогенное (пробиотическое) действие in vivo.
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В современных условиях в связи с изменением
экологической обстановки и широким примене-
нием антибиотиков наблюдается ухудшение здо-
ровья населения, связанное в первую очередь с
нарушениями микробиома человека, приводя-
щее к тяжелым заболеваниям как желудочно-ки-
шечного тракта (ЖКТ), так и организма в целом.
В настоящее время проблема изучения микроб-
ной экологии человека, а также в этой связи сим-
бионтных и пробиотических микроорганизмов,
становится актуальной и важной задачей [1–5].

В последние годы концепция оздоровления
человека и предупреждения развития различных
заболеваний ЖКТ заключается во введении в ра-
цион кисломолочных продуктов, содержащих
пробиотические штаммы бактерий, включая лакто-
бактерии, бифидобактерии и пропионовокислые
бактерии [6–9]. При этом все большее внимание
исследователей привлекают пропионовокислые

бактерии, обладающие пробиотическими свой-
ствами, благодаря продукции уксусной, пропио-
новой и минорных органических кислот, фер-
ментов и биологически активных продуктов их
вторичного метаболизма [10]. Пропионовокис-
лые бактерии в ЖКТ устойчивы к действию желч-
ных кислот и выдерживают низкую (рН 2.0) кис-
лотность среды в желудке [11]. Они ингибируют
активность р-глюкуронидазы, азаредуктазы и нит-
роредуктазы – ферментов, образуемых кишечной
микрофлорой и вовлекаемых в образование мута-
генов, канцерогенов и промоторов роста опухолей
[12]. Некоторые штаммы пропионовокислых бак-
терий способны синтезировать бактериоцины,
например, Propionibacterium thoenii P126 и Propion-
ibacterium jensenii B1264, подавляющие разввитие
ряда грамотрицательных и грамположительных
бактерий, дрожжей и плесневых грибов [13]. Экс-
периментальные и клинические исследования
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пропионовых бактерий показали наличие у них
иммуномодулирующей, антивирусной, противо-
воспалительной, бифидогенной активностей, а
также гипохолестеринемических, антиоксидант-
ных, антиканцерогенных и др. свойств [10]. В ря-
де исследований также показана высокая антиму-
тагенная активность пропионовокислых бакте-
рий [12].

Таким образом, широкий спектр продуктов вто-
ричного метаболизма и комменсальный характер
взаимодействий с молочнокислыми бактериями
делают пропионовокислые бактерии перспектив-
ными для использования в процессах ферментации
и получения широкого спектра различных функци-
ональных продуктов [13, 14].

Цель работы − создание комбинированной за-
кваски на основе молочнокислых и пропионово-
кислых бактерий и изучение функциональных
свойств продуктов, полученных с ее использова-
нием в моделях in vitro и in vivo

МЕТОДИКА
Культуры. В работе использовались штаммы

молочнокислых Lactobacillus rhamnosus Ф, Lactococ-
cus cremoris СR201 и пропионовокислых бактерий
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii Э2
из фонда Коллекции микроорганизмов Всерос-
сийского научно-исследовательского института
молочной промышленности (ВНИМИ, Москва,
Россия). Для культивирования лактобактерий ис-
пользовали стерильное обезжиренное молоко,
для пропионовокислых бактерий – кукурузно-
лактозную среду ГМК2 (“Синтэкс”, Россия).

В качестве тест-штаммов были использованы
грамотрицательные Escherichia coli B-125 и грам-
положительные бактерии Staphylococcus aureus
2097 (из коллекции Научного центра экспертизы
средств медицинского применения Минздрава
России), а также вызывающий порчу продуктов
штамм плесневого микроскопического гриба Pen-
icillium brevicompactum, выделенный из сметаны, и
изолят дрожжей Torulaspora delbrueckii, выделенный
из йогурта. Тест-культуры S. aureus 2097, E.coli B-125,
P. brevicompactum и T. delbrueckii выращивали про-
бирках на скошенном питательном агаре следующе-
го состава (г/л): пептон мясной ферментативный –
21.0, агар микробиологический – 12.15, натрия
хлорид – 6.5, глюкоза – 6.25, Na2HPO4 – 3.5,
KH2PO4 – 0.6. S. aureus 2097 и E.coli B-125 культи-
вировали при 37 ± 2°С, P. brevicompactum и T. del-
brueckii – при 24 ± 2°С.

Антагонистическая активность. Антагонисти-
чекую активность штаммов молочнокислых и
пропионовокислых бактерий определяли мето-
дом смешанных популяций в сравнении с ростом
тест-штаммов в монокультурах [15]. Совместное
культивирование исследуемых штаммов молоч-

нокислых и пропионовокислых бактерий и тест-
штаммов проводили на питательной среде следу-
ющего состава (г/л гидролизованного молока):
глюкоза – 10, дрожжевой экстракт – 5.0, KH2PO4 –
4.0, при температуре 37 ± 1°С и 24 ± 1°С для тест-
штаммов бактерий и грибов соответственно. После
24 и 48 ч совместного культивирования с тест-
штаммами бактерий проводили высевы на плотные
питательные среды, для дрожжей и плесневых
грибов после 24 и 72 ч соответственно.

Антагонистическую активность кисломолочных
напитков по отношению к патогенным, условно-
патогенным микроорганизмам и возбудителям
порчи продуктов определяли методом диффузии
в агар [16]. Исследуемые образцы вносили в виде
кисломолочного продукта без подщелачивания.

Биосовместимость штаммов молочнокислых и
пропионовокислых бактериальных культур. Био-
совместимость культур определяли методом прямо-
го совместного культивирования на поверхности
плотной питательной среды (капельная методика)
[17]. Суточную культуру наносили на поверхность
питательной среды бактериологической петлей
диаметром 3 мм. Посев оставляли при комнатной
температуре до полного впитывания капли. По-
сле этого, отступив 1–2 мм от края первого пятна,
наносили каплю культуры тестируемого микро-
организма. Растекаясь, вторая капля затекала на
пятно культуры до половины диаметра. В той части,
где произошло наложение капель, создавались
условия для возникновения конкурирующих от-
ношений между культурами. Свободные части
пятен каждой культуры служили контролем жиз-
неспособности каждой из них. После подсыхания
капель чашки инкубировали в анаэростате в
анаэробных условиях при 30°С. Наличие антаго-
низма выявляли визуально по наличию призна-
ков подавления роста одной культуры другой.

Питательная среда для определения биосовме-
стимости культур имела следующий состав: гидро-
лизованное молоко – 50%, дрожжевой автолизат –
4%, KH2PO4 – 4 г/л, объем доводили до 1 л ди-
стиллированной водой.

Определение количества клеток. Количество
клеток L. rhamnosus в чистой и смешанных куль-
турах определяли методом посева на питательную
среду MRS-агар. Культивирование проводили в
анаэробных условиях при 37 ± 1°С, подсчитывали
все выросшие на среде колонии в течение 48–72 ч.

Количество клеток P. shermanii в чистой и сме-
шанных культурах определяли методом посева на
питательную среду следующего состава (%):
триптон − 1.0, дрожжевой экстракт − 1.0, агар-
агар −1.5, K2HP04 − 0.025, MnS04 − 0.005 и лактат
натрия − 2.1 (60%-ный сироп) [18]. Культивирова-
ние проводили в анаэробных условиях при 30 ± 1°С,
подсчитывали выросшие на среде колонии.
В смешанной культуре P. shermanii подсчет вырос-
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ших колоний осуществляли через 2–3 и 6 сут термо-
статирования при 30 ± 1°С. Количество клеток бак-
терий рассчитывали как разность между общим ко-
личеством колоний, выросших через 6 сут, и
количеством колоний, выросших через 2–3 сут [19].

Количество клеток L. cremoris определяли по
ГОСТ 33951-2016 “Молоко и молочная продукция.
Методы определения молочнокислых микроор-
ганизмов”.

Кислотообразующая активность штаммов. Кис-
лотообразующую активность определяли после
внесения в стерилизованное обезжиренное молоко
10% закваски с последующим культивированием
в биореакторах фирмы DASGIP (“Eppendorf”,
Германия) с автоматическим измерением актив-
ной кислотности.

Содержание органических кислот. Органиче-
ские кислоты в среде (молочная, уксусная и про-
пионовая) анализировали методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ)
на приборе Agilent Infinity 1290 (“Agilent Technol-
ogies”, США) с детекцией на диодно-матричном
детекторе при длине волны 210 нм с использова-
нием колонки Zorbax SB-C8 (4.6 × 50 мм, 1.8 мкм)
как описано в работе [15].

Определение функциональных свойств кисломо-
лочных продуктов in vitro. Антиоксидантную ак-
тивность in vitro в образцах кисломолочных на-
питков определяли флуоресцентным методом
ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) с помо-
щью микропланшетного фотометра-флуориметра
BioTek Synergy 2 (“BioTek”, США) с генерацией пе-
роксильного радикала в реакционной среде [20].

Гипотензивную активность in vitro в образцах
белково-пептидных гидролизатов белков подсыр-
ных сывороток определяли по их способности ин-
гибировать ангиотензин-1-превращающий фермент
(АПФ) – ключевое звено ренин-ангиотензиновой
системы, участвующей в регуляции артериального
давления [20]. Измерения проводили с помощью
микропланшетного фотометра-флуориметра BioTek
Synergy 2 (“BioTek”).

Определение функциональных свойств кисломо-
лочных продуктов в моделях in vivo. Исследование
гипотензивных свойств кисломолочных продук-
тов проводили на самцах крыс линии SHR (Пи-
томник лабораторных животных “ПУЩИНО”,
Пущино, Россия) со спонтанной гипертензией
(Spontaneously hypertensive rats) [21]. Животные
случайным образом были распределены на три
группы по 10 особей каждая:

– контрольная группа – вводили по 2 мл ди-
стиллированной воды;

– опытная группа № 1 –вводили по 2 мл кис-
ломолочного продукта на основе обезжиренного
молока;

– опытная группа № 2 – вводили по 2 мл кис-
ломолочного продукта с добавлением гидролиза-
та сывороточных белков молока.

Введение соответствующих образцов осу-
ществлялось ежедневно внутрижелудочно при
помощи зонда. В течение 25 сут эксперимента
проводили контроль уровня артериального давле-
ния у лабораторных животных с использованием
монитора Coda Monitor (“Kent Scientific”, США)
с набором манжет и датчиков RAT-CUFFKIT
(“Kent Scientific”, США). Для каждого животного
проводили не менее 10 циклов измерений, а полу-
ченные при этом результаты усредняли.

Исследование бифидогенных свойств кисло-
молочных продуктов проводили на самцах крыс
линии Wistar (бридированы в виварии ФИЦ Био-
технологии РАН) на модели антибиотик-ассоци-
ированного дисбиоза [22]. Дисбиоз индуцирова-
ли ежедневным введением внутрижелудочно с
помощью зонда антибиотика (АБ) – 10%-ного
фторхиналон байтрила (Байтрил®, “Bayer”, Гер-
мания) в дозе 10 мг на 1 кг массы тела животного.
В эксперименте по тестированию бифидогенных
свойств было взято четыре группы по 10 животных
каждая:

1 – интактная группа, без введения АБ;
2 – контрольная группа, в которой через 30 мин

после введения АБ вводили по 3 мл дистиллиро-
ванной воды;

3 – опытная группа № 1, в которой через 30 мин
после введения АБ вводили по 3 мл кисломолоч-
ного продукта на основе обезжиренного молока;

4 – опытная группа № 2 – через 30 мин после
введения АБ вводили по 3 мл кисломолочного
продукта с добавлением гидролизата сывороточ-
ных белков молока.

По окончании экспериментов (25 и 14 сут при
исследовании гипотензивных и бифидогенных
свойств соответственно) экспериментальных жи-
вотных усыпляли углекислым газом. Производили
забор крови и фекальных масс из толстой кишки.

Сыворотку крови отделяли центрифугирова-
нием в течение 10 мин на центрифуге 5702R (“Ep-
pendorf”, Германия) при 4°С и 2000 g . В сыворотке
крови концентрацию компонентов ренин-ангио-
тензиновой системы – ангиотензинов I и II опре-
деляли методом ИФА с использованием коммер-
ческих наборов (“Enzo”, США).

Для количественного учета групп микроорга-
низмов навеску из фекалий крыс массой 1.0 г вно-
сили в регенерированный агаризованный 0.1%-ный
тиогликолево-фосфатный буфер в соотношении
1 : 10. Из этой суспензии готовили последовательные
10-кратные разведения, которые вносили в соот-
ветствующие питательные среды. Бифидобакте-
рии в фекальных массах животных определяли на
среде TOS-MUP-агар (TOS пропионатный агар с
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мупироцином лития, “Merck”, Германия), лакто-
бациллы – на среде МRS как описано в работе [23].

Содержание, питание, уход за животными, ма-
нипуляции и выведение их из эксперимента осу-
ществляли в соответствии с требованиями приказа
Минздрава России от 1.04.2016 № 199н “Об утвер-
ждении Правил надлежащей лабораторной прак-
тики” и Международными правилами гуманного
обращения с животными" – Директивой Европей-
ского парламента и Совета Европейского союза
2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. о защите живот-
ных, использующихся для научных целей.

Органолептическую оценку кисломолочных
напитков проводили по 5-бальной шкале.

Статистическая обработка. Обработку данных
проводили с применением программ “Statistica 10”
и “Microsoft Exel”. Статистически значимыми по
двустороннему критерию Стъюдента считали от-
личия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Формирование сообщества 
лакто- и пропионовокислых бактерий

Результаты исследований ряда авторов пока-
зывают, что антимикробная активность является
не только видовым, но характерным для отдель-
ного штамма признаком [24]. На первом этапе ра-
боты для включения в ассоциацию лакто- и про-
пионовокислых бактерий был изучен спектр анти-
микробной активности пробиотических штаммов
L. rhamnosus Ф, P. shermanii Э2, а также их сооб-
ществ в соотношении 1 : 2, 1 : 4 и 1 : 6 (об./об.).
В качестве тест-культур использовали штаммы
S. aureus 2097, E.coli B-125, штамм P. brevicompac-
tum, выделенный из сметаны, штамм дрожжей
T. elbrueckii, выделенный из йогурта. Из результатов,
представленных на рис. 1 видно, что при раздель-
ном культивировании наиболее выраженной ан-
тагонистической активностью обладал штамм
L. rhamnosus Ф, несколько меньшей – P. shermanii.

Рис. 1. Антагонистическая активность (%) Lactobacillus rhamnosus Ф (Lrh) и Propionibacterium shermanii Э2 (Pr) и их ас-
социаций (соотношение 1 : 2, 1 : 4, 1 : 6) по отношению к тест-штаммам условно-патогенных Escherichia coli B-125 (а),
патогенных Staphylococcus aureus 2097 (б) микроорганизмов и возбудителей порчи пищевых продуктов Penicillium brev-
icompactum (в) и Torulaspora delbrueckii (г) на 24 ч (1) и 72 ч (2) совместного культивирования.
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Для ассоциации молочнокислых и пропионовокис-
лых бактерий было отмечено увеличение ингибиро-
вания роста тестовой культуры плесневого гриба по
сравнению с монокультурами. Так, степень подавле-
ния ассоциациями была на уровне 67–73%, а моно-
культурами – 61 и 43% для L. rhamnosus Ф и P. sher-
manii Э2 соответственно. Антагонистическая ак-
тивность монокультур L. rhamnosus Ф и P. shermanii
Э2 и их ассоциаций по отношению к патогенной
бактерии S. aureus 2097 была практически на одном
уровне (19–23%). Наибольшую степень подавления
дрожжей показали монокультуры (15–20%) по
сравнению с их ассоциациями (6–14%). Таким
образом, как монокультуры, так и смешанные
культуры обоих штаммов in vitro обладали хорошей
антагонистической активностью.

На втором этапе работ оценивали развитие
пробиотических культур L. rhamnosus Ф и P. sher-
manii Э2 в обезжиренном молоке при оптимальной
температуре культивирования (37°С) и внесении
10% посевного материала. Результаты показали,
что лактобациллы являются слабыми кислотооб-
разователями, а пропионовые бактерии не спо-
собны ферментировать обезжиренное молоко в
виде монокультуры (рис. 2). При заквашивании
штаммом L. rhamnosus Ф коагулирование белков
молока наблюдалось спустя 20 ч, при этом сгу-
сток имел недостаточно выраженный кисломо-
лочный вкус и был непрочным. Снижение значе-
ния активной кислотности (ΔрН) составляло 0.5 и
1.3 через 12 и 24 ч роста соответственно на стери-
лизованном обезжиренном молоке (рис. 2а). По-
лученные результаты подтверждают данные лите-
ратуры о низкой протеолитической активности
пробиотических лактобацилл и пропионовокислых
бактерий в отношении казеина молока [25, 26].
Для интенсификации роста было проведено
культивирование исследуемых штаммов на гид-

ролизате сывороточных белков молока [20]. При
культивировании L. rhamnosus Ф на белково-пеп-
тидном гидролизате наблюдали ускоренную ди-
намику снижения активной кислотности: ΔрН
через 12 и 24 ч составляло 0.6 и 1.7 ед. соответ-
ственно (рис. 2а). Рост штамма P. shermanii Э2 при
культивировании на белково-пептидном гидро-
лизате также происходили более интенсивно по
сравнению с ростом на обезжиренном молоке:
ΔрН через 12 и 24 ч – 0.3 и 0.8 соответственно
(рис. 2б). При этом сквашенные образцы во всех
случаях характеризовались жидкой консистенцией
и выраженным горьким вкусом (оценка 1–2 по
бальной шкале).

Для получения кисломолочного продукта с
приемлемыми органолептическими свойствами в
ассоциацию пробиотических культур был включен
третий штамм – L. cremoris СR201, который являлся
умеренным кислотообразователем, но обеспечи-
вал, с одной стороны медленное снижение рН для
роста культур L. rhamnosus Ф и P. shermanii Э2, с
другой – образовывал при сквашивании сгусток, об-
ладающий высокими реологическими свойствами.
При этом анализ биосовместимости культур
L. rhamnosus Ф, P. shermanii Э2 и L. cremoris СR201
показал, что они не проявляют антагонизм по от-
ношению друг к другу и потому могут быть ис-
пользованы для подбора эффективного сообще-
ства (рис. 3).

Добавление L. cremoris СR201 к пробиотиче-
ским культурам L. rhamnosus Ф и P. shermanii Э2
способствовало ускорению сквашивания обез-
жиренного молока. Так, уже через 12 ч культиви-
рования значение активной кислотности дости-
гало значения рН 4.7–4.8 (табл. 1, 2). При этом
нарастание кислотности в процессе сквашивания
комбинированными заквасками повышалось с
увеличением в них доли лактококков (табл. 2). Ко-

Рис. 2. Кислотообразующая активность штаммов Lactobacillus rhamnosus Ф (а) и Propionibacterium shermanii Э2 (б) при
культивировании на различных средах: 1 – гидролизат сывороточных белков коровьего молока; 2 – обезжиренное ко-
ровье молоко.
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личество клеток молочнокислых бактерий для всех
вариантов исследованных соотношений культур
в ассоциации составляло около 108 КОЕ/мл, в то
же время наибольшее количество пропионово-
кислых бактерий в конце ферментации было от-
мечено для соотношения штаммов L. cremoris
СR201: L. rhamnosus Ф: P. shermanii Э2 1 : 1 : 6 и 2 : 1 : 6
(табл. 1, 2). Внесение 20–30% белкового гидроли-
зата в молочную основу увеличивало количество
клеток P. shermanii Э2 в готовом продукте в 10 раз
(2–4 × 108 КОЕ/мл), по сравнению с образцом,
приготовленном на стерилизованном обезжиренном
молоке (1 × 107 КОЕ/мл) (табл. 2). Содержание
молочнокислых бактерий было приблизительно
на одном уровне – 2.5 × 108 КОЕ/мл при всех ис-
следованных соотношениях культур. Продолжи-
тельность сквашивания до достижения значения

рН 4.8 составила 9–10 ч при концентрации ино-
кулята 5–10%.

Органолептическая оценка образцов кисломо-
лочных напитков показала, что наилучшими
вкусовыми качествами и консистенцией (вяз-
кость и гомогенность сгустка) обладал кисломо-
лочный продукт, полученный при использовании
соотношения штаммов в ассоциации L. cremoris
СR201: L. rhamnosus Ф : P. shermanii Э2 2 : 1 : 6 (табл. 1).

Действительно, культивирование пропионо-
вокислых бактерий (ПКБ) в присутствии молочно-
кислых (МКБ) является классическим примером
комменсализма в смешанных культурах [27]. Так,
с одной стороны, в результате сбраживания лак-
тозы молочнокислыми бактериями образуется
молочная кислота, которая является предпочти-
тельным источником углерода для роста пропионо-

Рис. 3. Определение биосовместимости культур Lactobacillus rhamnosus Ф (Lrh) с Propionibacterium shermanii Э2 (Pr) (а)
и L. rhamnosus Ф (Lrh), P. shermanii Э2 (Pr) с Lactococcus cremoris СR201 (Lcr) (б) капельным методом.

(a) (б)

Lrh

Lrh
Lrh

Pr

Pr

Pr
Lcr

Lcr

Таблица 1. Характеристики заквасок и готовых продуктов на их основе

* Содержание гидролизата сывороточных белков молока 30%.
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2 0 ч 8 ч 12 ч 0 ч 8 ч 10 ч 0 ч 8 ч 10 ч

1 1 2 6.17 4.90 4.75 6 × 106 2.6 × 108 7 × 108 1.7 × 106 3 × 107 7 × 107 3
1 1 4 6.17 4.92 4.74 5 × 106 2.4 × 108 7 × 108 4 × 106 2 × 107 2 ×107 3
1 1 6 6.15 4.93 4.74 2.5 × 106 1.1 × 108 4 × 108 6.4 × 106 4.2 × 107 2 ×108 3
2 1 4 6.19 4.79 4.72 6 × 106 6.8 × 107 2.5 × 108 4.2 × 106 6.4 ×107 8.4 ×107 4
2 1 6 6.18 4.78 4.73 2.5 × 106 6.5 × 107 1 × 108 6.0 × 106 8 ×107 1.1 ×108 4
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вокислых бактерий и синтеза ими пропионовой и
уксусной кислот. C другой стороны, в результате
работы протеаз МКБ образуются необходимые
для роста ПКБ пептиды и свободные аминокис-
лоты (рис. 4). При этом рост МКБ в смешанных
культурах с ПКБ стимулировался за счет снижения
скорости накопления молочной кислоты и нали-
чия синтезируемых пропионовыми бактериями
факторов роста, таких как экзополисахариды,
жирные кислоты и др. При этом добавление бел-
ково-пептидного гидролизата в молочную основу
стимулировало более интенсивный рост ПКБ в
смешанной культуре по сравнению с ростом на
обезжиренном молоке (табл. 1, 2). По-видимому,
наличие пептидов и свободных аминокислот в
ростовой среде уже в начале культивирования
обеспечивало возможность роста пропионовых
бактерий одновременно с МКБ без задержки, свя-
занной с предварительным накоплением в среде
ростовых веществ, необходимых ПКБ и образую-

щихся в результате жизнедеятельности молочно-
кислых бактерий.

Функциональные свойства кисломолочных про-
дуктов in vitro. Анализ биологически активных
свойств кисломолочных продуктов (КМП) in vitro,
полученных с использованием закваски (L. crem-
oris СR201: L. rhamnosus Ф: P. shermanii Э2 – 2 : 1 : 6)
показал, что оба продукта (как на обезжиренном
молоке, так и с добавлением 30% гидролизата сы-
вороточных белков обладали высокой антиокси-
дантной, гипотензивной и антимикробной ак-
тивностями (табл. 3).

Оба образца КМП показали близкие значения
антиоксидантной активности – 260–280 мкМ
ТЭ/г белка (табл. 3). Тем не менее, КМП с гидро-
лизатом показал более высокую АПФ-ингибиру-
ющую активность IC50 – 1.9 ± 0.2 мг/мл продукта,
тогда как на обезжиренном молоке 3.2 ± 0.6. Хо-
рошо известно, что в результате гидролиза белков
коровьего молока под действием протеолитических

Таблица 2. Изменение рН и количества клеток заквасочных культур в процессе сквашивания кисломолочных
продуктов с разным содержанием белково-пептидного гидролизата

Соотношение штаммов
в ассоциации, об./об. Количество 

гидролизата, %

Изменение рН
КОЕ/мл

лактобактерии P. shermanii

L. cremoris 
СR201

L. rhamnosus
TR

P. shermanii
Э2

0 ч 10 ч 0 ч 10 ч 0 ч 10 ч

2 1 6 30 6.19 4.78 5 × 106 1.4 × 108 6.4 × 106 4.0 × 108

2 1 6 20 6.32 4.83 2 × 106 2.5 × 108 6.4 × 106 2.7 × 108

2 1 6 10 6.24 4.86 2.5 × 106 2.5 × 108 6.4 × 106 6 × 107

2 1 6 0 6.25 4.80 1 × 106 2.5 × 108 6.4 × 106 1.4 ×1 07

Рис. 4. Схематическое представление доказанных и гипотетических мутуалистических взаимодействий, происходя-
щих между молочнокислыми и пропионовокислыми бактериями во время их совместной ферментации и образования
соединений, необходимых для их развития и синтеза функциональных биомолекул.
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систем заквасочных и пробиотических культур об-
разуется широкий спектр биологически активных
пептидов, обладающих антиоксидантной, АПФ-ин-
гибирующей, антимикробной и др. активностями

[28–30]. Добавление в молочную основу гидроли-
зата сывороточных белков коровьего молока, в
котором ранее нами был идентифицирован ряд
антиоксидантных и АПФ-ингибирующих пептидов
[20], по-видимому, привело к усилению антиги-
пертензивных свойств кисломолочного продукта, но
антиоксидантная активность при этом не увели-
чивалась, по сравнению с таковой в продукте без
гидролизата. Последнее может объясняться тем,
что наибольший вклад в антиоксидантную актив-
ностью вносят ди- и трипептиды, которые в
первую очередь могут быть использованы бакте-
риями в процессе их жизнедеятельности.

КМП с гидролизатом также проявлял более
высокую антагонистическую активность по отно-
шению тест-штаммов бактерий S. aureus 2097,
E. coli B-125 и возбудителя порчи пищевых про-
дуктов – плесневого гриба P. brevicompactum, по
сравнению с образцом, полученным сквашива-
нием обезжиренного молока (табл. 3, рис. 5), что
коррелировало с более высоким содержанием жиз-
неспособных клеток P. shermanii Э2 в кисломолоч-
ном продукте с добавлением белково-пептидного
гидролизата. Взаимодействия между МКБ и ПКБ
важны для проявления ими антимикробного и
фунгицидного действия, определяющего его про-
биотические и консервирующие эффекты, которые,
как известно, значительно возрастают в смешанных
культурах (комбинированных заквасках). Это
связано с усилением синтеза антимикробных со-
единений, таких как молочная, пропионовая и
уксусная кислоты, пероксид водорода, диацетил
и некоторые другие низкомолекулярные метабо-
литы, в том числе бактериоцины [27, 31–33]. Так бы-

Таблица 3. Антиоксидантная, гипотензивная и антимикробная активности кисломолочных продуктов, полу-
ченных с использованием комбинированной закваски (Streptococcus cremoris СR201, Lactobacillus rhamnosus Ф и
Propionibacterium shermanii Э2 в соотношении 2 : 1 : 6)

* Доза вносимого инокулята комбинированной закваски 10%.
** Через 9–10 ч культивирования (сквашивания).

Показатель
Напиток кисломолочный на 

пастеризованном обезжиренном 
молоке*

Напиток кисломолочный на 
пастеризованном молоке с белково-

пептидным гидролизатом, 30%*

Содержание молочнокислых и пропионовокислых микроорганизмов, КОЕ/мл**
P. shermanii (1.5–3) × 107 (4–6) × 108

L. rhamnosus (4–6) × 108 (3–3.5) × 108

L. cremoris (5–7) × 108 (7–8) × 108

АОЕ, мкМ ТЭ/г белка 267 ± 11 276 ± 14
АПФ-ингибирующая активность 
(IC50), мг/мл

3.2 ± 0.6 1.9 ± 0.2

Антагонистическая активность
(зона угнетения роста тест-культур на агаризованной среде, мм)
S. aureus 2097 13.3–14.5 16.3–17.3
E. coli B125 26.0–27.0 28.7–31.5
P. brevicompactum 20–21 24.0–25.5

Рис. 5. Антагонистическая активность в отношении
E. coli B125 (а, б) и Penicillium brevicompactum (в, г)
КМП, полученных сквашиванием обезжиренного
молока (а, в) и тоже с добавлением 30% гидролизата
сывороточных белков коровьего молока (б, г). (Ис-
пользована комбинированная закваска на основе
штаммов Streptococcus cremoris СR201, Lactobacillus
rhamnosus Ф и Propionibacterium shermanii Э2 в соотно-
шении 2 : 1 : 6).

(a) (б)

(в) (г)
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ло показано, что фунгицидная активность 33 штам-
мов МКБ связана в первую очередь с продукцией
таких органических кислот, как молочная, уксусная
и фенилмолочная кислоты [34]. Анализ содержа-
ния молочной, уксусной и пропионовой кислот
(353, 2321, 1188 мкг/мл соответственно) в КМП
показал, что концентрация первых двух в образце
продукта с добавлением белково-пептидного гид-
ролизата выше в 6 и 2 раза соответственно, по срав-
нению с приготовленным на обезжиренном мо-
локе (56, 1020, 1746 мкг/мл соответственно). В то
же время содержание пропионовой кислоты в
КМП с гидролизатом, наоборот, меньше.

Функциональные свойства кисломолочных про-
дуктов in vivo. На следующем этапе были исследо-
ваны функциональные свойства (гипотензивные
и бифидогенные) двух образцов кисломолочных
продуктов, полученных на обезжиренном молоке
(контроль) и с добавлением 30% гидролизата сы-
вороточных белков (опыт в моделях in vivo).

Оценка гипотензивных свойств КМП на основе
комбинированной закваски проводилась на мо-
дели с использованием крыс с устойчиво высоким
уровнем артериального давления (линия SHR).
Среднее систолическое давление у крыс на момент
начала эксперимента составляло 176 ± 12 мм рт. ст.
(табл. 4). Показано статистически значимое сни-
жение среднего систолического давления при
внутрижелудочном введении образцов КМП. Гипо-
тензивный эффект на 25 день эксперимента для
опытного образца КМП составил ΔP = 16 мм рт. ст.,
в то время как для контрольного образца (на обез-
жиренном молоке) всего лишь ΔP = 6 мм рт. ст.
(табл. 4).

Для выяснения механизмов гипотензивного
действия продуктов в сыворотке крови животных
были измерены концентрации основных компо-
нентов ренин-ангиотензиновой системы: ангио-
тензинов I и II (рис. 6). Концентрация ангио-
тензина I в крови животных, получавших опытный
образец КМП (группа № 3), составляла 5.0–5.3 пг/мл
и была несколько выше, по сравнению с животными

группы № 2, получавшими КМП на обезжиренном
молоке, у которых концентрация ангиотензина I
в крови составляла 4.9–5.0 пг/мл (табл. 4). В то же
время концентрация ангиотензина II в крови опыт-
ных животных, получавших продукты, была ниже,
по сравнению с группой интактного контроля
(группа № 1) – 2.9–3.0 пг/мл, причем в группе,
получавших КМП с гидролизатами, данный эф-
фект был несколько более выражен (2.36 пг/мл),
по сравнению с группой, получавшей КМП на
обезжиренном молоке (2.6 пг/мл) (табл. 4). Полу-
ченные результаты по изменению уровней ангио-
тензинов I и II в сыворотке крови животных группы
№ 2 коррелировали с результатами снижения дав-
ления у этой группы. Когда уровень ангиотензина II
снижался вследствие ингибирования действия
АПФ, повышается уровень антиотензина I (рис. 6).
Таким образом, в основе механизма антигипертен-
зивного эффекта кисломолочных продуктов in vivo,
по всей видимости, лежит ингибирование АПФ,
при этом оба продукта обладали АПФ-ингибиру-
ющей активностью in vitro (табл. 3). Показанный
нами гипотензивный эффект для КМП согласо-
вывался с данными литературы. Так, при тести-
ровании КМП, заквашенных различными куль-
турами молочнокислых бактерий, было показано
снижение систолического давления у крыс линии
SHR в диапазоне значений 6–20 мм рт. ст. [35–37].

На модели индуцированного антибиотиком
дисбиоза у самцов крыс линии Wistar исследованы
бифидогенные свойства КМП. Показано, что по
сравнению с интактным контролем при внутри-
желудочном введении антибиотика Байтрил в
ЖКТ происходят изменения, свидетельствующие
о развитии умеренного дисбактериоза. Прежде
всего, это относится к составу микрофлоры кишеч-
ника. В толстом кишечнике у животных группы
№ 2 (отрицательный контроль) статистически
достоверно (p < 0.01) снижался уровень лактоба-
цилл в 2.2 раза, бифидобактерий – в 9 раз (табл. 5),
по сравнению с интактным контролем. В опыт-
ной группе животных № 4, в которой на фоне

Таблица 4. Динамика артериального давления (АД) и концентрация компонентов ренин-ангиотензиновой си-
стемы в сыворотке крови крыс линии SHR

* КМП – кисломолочный продукт на основе штаммов L. rhamnosus Ф, S. cremoris СR201 и P. shermanii Э2 в соотношении 2 : 1 : 6.

Группа, №
Систолическое АД,

мм рт. ст.
Диастолическое АД,

мм рт. ст.
Ангиотензин 

I, пг/мл
Ангиотензин 

II, пг/мл

0 сут. 25 сут. ΔР 0 сут. 25 сут. ΔР 25 сут 25 сут

1. Вода
(интактный контроль)

166 ± 15 200 ± 19 +34 90 ± 11 127 ± 17 +37 4.47 ± 0.21 2.94 ± 0.28

2. Контрольный КМП*
(обезжиренное молоко)

171 ± 14 165 ± 13 –6 106 ± 12 106 ± 10 0 4.96 ± 0.30 2.59 ± 0.23

3. Опытный КМП
(с 30% гидролизата)

170 ± 13 154 ± 12 –16 108 ± 7 97 ± 8 –11 5.23 ± 0.17 2.36 ± 0.33
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приема АБ крысам ежедневно вводили внутриже-
лудочно опытный образец КМП с добавлением гид-
ролизата, выявлены позитивные изменения в соста-
ве “полезной” (пробиотической) флоры (табл. 5).
Показано статистически достоверное нарастание
количества кишечных лактобацилл Lactobacillus и
бифидобактерий (примерно в 1.5 и 3 раза соответ-
ственно, p < 0.05) в фекальных массах животных,
которым на фоне приема антибиотика вводили
опытный КМП (содержащий 30% гидролизата)
(табл. 5). В то время как для контрольного образца
КМП (на обезжиренном молоке) эффект отсут-
ствовал. При этом бифидогенная активность
КМП с гидролизатом коррелировала с повышен-

ным содержанием в нем ПКБ по сравнению с
продуктом на молоке (табл. 4). Известно, что про-
пионовокислые бактерии обладают бифидоген-
ным действием, при этом синтезируемая ими
пропионовая кислота оказывает стимулирующее
влияние на метаболическую активность бифидо-
бактерий, в частности Bifidobacterium longum [38].
Однако содержание пропионовой кислоты в КМП
с гидролизатом меньше, чем в продукте на молоке
(1188 и 1746 мкг/мл соответственно). Необходимо
отметить, что не только продукция пропионовой
кислоты может отвечать за бифидогенный эф-
фект ПКБ. Так, например было показано, что
P. freudenreichii является продуцентом ростовых

Рис. 6. Схематическое изображение функционирования и взаимодействия компонентов ренин-ангиотензиновой си-
стемы (АПФ – ангиотензин-1-превращающий фермент) [37]. Ренин регулирует начальный, лимитирующий скорость
работы этап ренин-ангиотензиновой системы путем отщепления N-концевого сегмента ангиотензиногена, в резуль-
тате чего образуется биологически инертный декапептид – ангиотензин 1 (Ang 1). Неактивный декапептид Ang 1 гид-
ролизуется АПФ с отщеплением С-концевого дипептида с образованием биологически активного октапептида ангио-
тензина 2 (Ang 2) – мощного вазоконстриктора. Ферментативная активность АПФ приводит к повышению вазокон-
стрикции (сужению кровеносных сосудов, особенно артерий и как следствие повышению артериального давления) и
снижению вазодилятации.

АПФ

Ангиотензиноген

Проренин Ренин

Калликреин

ВАЗОКОНСТРИКЦИЯАнгиотензин 1 Ангиотензин 2

Таблица 5. Содержание лактобактерий и бифидобактерий при внутрижелудочном введении кисломолочных
продуктов крысам Wistar на фоне антибиотик-индуцированного дисбиоза

* АБ – антибиотик Байтрил.
** КМП – кисломолочный продукт на основе комбинированной закваски Streptococcus cremoris СR201, Lactobacillus rhamnosus
Ф и Propionibacterium shermanii Э2 в соотношении 2 : 1 : 6 соответственно.

Группа Количество бифидобактерий, 
КОЕ/г фекас

Количество лактобактерий,
КОЕ/г фекас

№ 1 Интактный контроль 9.0 × 108 8.8 × 108

№ 2 Отрицательный контроль
(АБ* + вода) 1.5 × 108 4.0 × 108

№ 3 Контрольный продукт
(АБ + КМП** на обезжиренном 
молоке)

1.5 × 108 4.2 × 108

№ 4 Опытный продукт
(АБ + КМП с 30% гидролизата) 4.0 × 108 5.8 × 108
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бифидогенных стимуляторов, таких как 2-амино-
3-карбокси-1,4-нафтохинон (ACNQ) и 1,4-ди-
гидрокси-2-нафтойная кислота (DHNA) [39].
Также было показано, что при транзите через
ЖКТ наличие жизнеспособных клеток пропио-
нобактерий усиливало рост и развитие местной
бифидофлоры кишечника, при этом тестируемое
содержание ПКБ в каловых массах составляло
порядка 109 КОЕ.

При проведении исследований использовалось
оборудование Центра коллективного пользования
“Промышленные биотехнологии” Федерального
государственного учреждения “Федеральный ис-
следовательский центр "Фундаментальные основы
биотехнологии” Российской академии наук".

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (проект
№ 16-16-00094).
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Lactic and Propionic Acid Bacteria for Creating Combined Starters and Obtaining 
Functional Dairy Fermented Products with Bifidogenic and Hypotensitive Properties
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Abstract —Functional properties of a dairy fermented beverage, obtained using a combined starter based on
lactic and propionic acid bacteria were studied. It was shown that the fermented product obtained using a
combined starter based on Streptococcus cremoris CR201, Lactobacillus rhamnosus F and Propionibacterium
shermanii E2 strains in a ratio of 2 : 1 : 6 (v/v), respectively, had a pronounced antagonistic effect on Esche-
richia coli, Staphylococcus aureus and causative agents of food spoilage Penicillium brevicompactum and Toru-
laspora delbrueckii, as well as ACE inhibitory activity in vitro. A bifidogenic and moderate hypotensive effect
were demonstrated using in vivo models. Also the addition of whey protein hydrolysates to skimmed milk
leads to an increase in the growth of propionic acid bacteria and an increase in the number of viable cells in
the fermented beverage. At the same time fermented beverage with hydrolysates had higher antimicrobial ac-
tivity in vitro and bifidogenic effect in vivo compared with the fermented beverage without hydrolysates.

Keywords: probiotic, Lactobacillus, Lactococcus, propionibacteria, combined starter, protein-peptide hydro-
lysate, antagonistic activity, bifidogenic activity, anti-hypertensive activity
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