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ОТБОР АНТАГОНИСТИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ШТАММОВ  
МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ  

ИЗ МОЛОКА РАЗЛИЧНЫХ ВИДОВ ЖИВОТНЫХ 

Кисломолочные продукты составляют основную часть функциональных ферментированных 
пищевых продуктов, обладающих широким спектром полезных для здоровья свойств. Одним 
из направлений полезного действия кисломолочных продуктов является способность бактерий, 
используемых в качестве заквасок, к подавлению болезнетворных и вызывающих порчу 
продуктов питания микроорганизмов. Молоко различных видов животных отмечается в научной 
литературе в качестве ценного источника для выделения новых видов микроорганизмов. 
Нами выделено 28 изолятов биотехнологически ценных молочнокислых бактерий из сырого 
кобыльего, верблюжьего и козьего молока. Исследована антагонистическая активность изолятов 
из сырого молока различных видов животных и ферментированного кобыльего молока (кумыса) 
в отношении ряда бактериальных тестовых культур. Показан широкий спектр антибактериальной 
активности изолятов из кумыса в отношении Escherichia coli, Sarcina flava, S. flava T, Salmonella 
dublin, Mycobacterium citreum, M. rubrum, I вакцины Ценковского. Проведена молекулярно-
генетическая идентификация 12 отобранных микроорганизмов. Антагонистически активные 
молочнокислые бактерии кумыса определены как L. paracasei, L. fermentum, L. rhamnosus и L. 
diolivorans. Отобранные штаммы будут использованы для создания заквасок для получения 
столовых и профилактических напитков и продуктов с направленным действием.

Ключевые слова: кумыс, молочнокислые бактерии, антагонизм, антибактериальная 
активность, молекулярно-генетическая идентификация.
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Selection of antagonistically active strains  
of lactic acid bacteria from milk of various animal species

Dairy products make up the bulk of functional fermented foods with a wide range of health benefits. 
One of the beneficial effects of fermented products is the ability of bacteria used as starter cultures to 
suppress pathogens and food spoilage microorganisms. Milk of various animal species is noted in the 
scientific literature as a valuable source for the isolation of new types of microorganisms. We selected 
28 isolates of biotechnologically valuable lactic acid bacteria from raw mare, camel and goat milk. 
The antagonistic activity of isolates from raw milk of various animal species and fermented mare’s milk 
(koumiss) in relation to a number of bacterial test cultures was studied. A wide spectrum of antibacterial 
activity of isolates from koumiss against Escherichia coli, Sarcina flava, S. flava T, Salmonella dublin, 
Mycobacterium citreum, M. rubrum, I Tsenkovsky vaccine was shown. Molecular genetic identification 
of 12 selected microorganisms was carried out. Antagonistically active lactic acid bacteria of koumiss 
are defined as L. paracasei, L. fermentum, L. rhamnosus and L. diolivorans. Selected microorganisms will 
be used to create starter cultures for table and preventive beveragess and products with directed action.

Key words: koumiss, lactic acid bacteria, antagonism, antibacterial activity, molecular genetic iden-
tification.
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Әр түрлі жануарлардың сүтінен алынған сүтқышқылды бактериялардың  
антагонистік белсенді штаммдарын іріктеп алу

Сүтқышқылды өнімдерден денсаулыққа пайдалы көптеген қасиеттері бар ферменттелген 
функционалды өнімдердің басым бөлігін құрайды. Сүтқышқылды өнімдердің пайдалы әсерінің 
бірі – ауру және азық-түлік өнімдерінің бұзылуын тудыратын микроорганизмдерді басу қабілеті 
бар, ашытқы ретінде қолданылатын бактериялардың қасиеті. Әртүрлі жануарлардың сүті 
ғылыми әдебиеттерде микроорганизмдердің жаңа түрлерін бөліп алудың құнды көзі ретінде 
атап өтілген. Біз жылқы, түйе және ешкі сүтінен биотехнологиялық құнды сүтқышқылды 
бактериялардың 28 изолятын бөліп алдық. Бірқатар бактериялық сынақ культураларына қатысты 
әртүрлі жануарлардың шикі сүті мен ашытылған бие сүтінен (қымыз) алынған изоляттардың 
антагонистік белсенділігі зерттелді. Қымыздан алынған изоляттардың Escherichia coli, Sarcina 
flava, S. flava T, Salmonella dublin, Mycobacterium citreum, M. rubrum, Ценковский I вакциналарына 
қарсы антибактериалды белсенділігінің кең спектрі көрсетілді. Таңдалған 12 микроорганизмге 
молекулярлы-генетикалық идентификация жүргізілді. Қымыздың антагонистік белсенді 
сүтқышқылды бактериялары L. paracasei, L. fermentum, L. rhamnosus және L. diolivorans болып 
табылады. Таңдалған штаммдар тағамдық және профилактикалық сусындарға және бағытталған 
әрекеті бар өнімдерге арналған ашытқылар жасау үшін қолданылады.

Түйін сөздер: қымыз, сүтқышқылды бактериялар, антагонизм, бактерияға қарсы белсенділік, 
молекулалық-генетикалық идентификация.

Введение

Ферментация – известная с древних времен 
форма сохранения пищевых продуктов, которая 
также улучшает их пищевую ценность. Во мно-
гих регионах мира ферментированные напитки 
известны своими полезными для здоровья свой-
ствами.

С развитием научных знаний оказалось, что 
потребление ферментированных продуктов свя-
зано с многочисленными преимуществами для 
здоровья, обусловленными биохимическими из-
менениями компонентов пищи и повышением 
их пищевой и биологической ценности, а также 
введением жизнеспособных микроорганизмов, 
имеющих потенциал пробиотических [1, 2].

Исследования показали, что при регуляр-
ном потреблении ферментированных продуктов 
улучшаются показатели работы практически 
всех систем организма, поскольку они, подавляя 
патогенные организмы и нормализуя микрофло-
ру желудочно-кишечного тракта человека, по-
ложительно влияют на состояние организма, в 
частности его иммунного статуса и мозга, ока-
зывают нейропротекторное действие и улучша-
ют память [3-6]; нормализуют артериальное дав-
ление и массу тела, работу печени, кишечника, 
состояние кожи, укрепляют костную ткань [7-
15]; облегчая воспаление, контролируют окисли-
тельный стресс, приводящий к когнитивной дис-

функции и нейродегенеративным заболеваниям, 
и снижают степень тревожного состояния и де-
прессии [3, 5]; способствуют восстановлению 
после трансплантации органов и абдоминальной 
хирургии, обеспечивают снижение некоторых 
факторов риска сердечно-сосудистых заболева-
ний, а также снижают последствия воздействия 
патогенов [4, 7]. 

У ферментированных продуктов все чаще 
отмечаются свойства, далеко выходящие за пре-
делы сохранности и улучшения органолептиче-
ских показателей, а польза от их потребления, 
значительно больше, чем сумма воздействия их 
отдельных микробных, питательных или био-
логически активных компонентов. Это вызывает 
интерес к особенностям микроорганизмов, осу-
ществляющих ферментацию, и их метаболитов, 
попадающих в желудочно-кишечный тракт че-
рез продукты питания и напитки.

Потребительский рынок функциональных 
продуктов в настоящее время более чем на поло-
вину представлен кисломолочными продуктами, 
антагонистическая активность заквасок которых 
предотвращает дисбактериоз и интоксикацию 
организма. Продукты на молочной основе со-
ставляют примерно 43% функционального рын-
ка напитков и в основном состоят из сброжен-
ных продуктов [16]. 

Высокая пищевая и биологическая ценность 
молока еще больше повышается при его фермен-



74

Отбор антагонистически активных штаммов молочнокислых бактерий из молока различных видов животных 

тации. Бактериальные закваски, используемые 
при их приготовлении, фактически являются 
уникальными пробиотиками, адаптированными 
к пищеварительному тракту человека [17, 18]. 
Коррекции микрофлоры кишечника, и, следо-
вательно, профилактики различных заболева-
ний, традиционно добивались использованием 
кисломолочных продуктов, приготовленных с 
помощью молочнокислых бактерий. Полезное 
действие молочнокислых продуктов обусловле-
но их подавляющим действием по отношению 
к ряду микроорганизмов, в том числе и к болез-
нетворным организмам [19, 20]. Такое действие 
обусловлено способностью молочнокислых бак-
терий накапливать молочную кислоту, бактери-
оцины и другие вещества (перекись водорода, 
уксусная, бензойная кислоты и др.), прекраща-
ющие развитие вредных бактерий в кишечнике, 
что, как правило, приводит к торможению гни-
лостных процессов и прекращению образования 
токсичных продуктов распада. Конкурентное 
взаимодействие молочнокислых бактерий с па-
тогенными и условно-патогенными микроорга-
низмами [21, 22], а также продукция ими анти-
микробных пептидов [23-25], экспериментально 
доказаны.

Молочная кислота придает напитку не только 
определенные вкусовые качества, но и опреде-
ляет его диетические и профилактические свой-
ства. Результатом её работы является активиза-
ция выделения пищеварительных ферментов в 
кишечный тракт и стимулирование их действия. 
Благодаря молочной кислоте в организме повы-
шается усвоение фосфора и кальция. 

Молочнокислые бактерии являются одной 
из наиболее изученных групп микроорганизмов, 
однако интерес к ним не проходит, и в научной 
литературе постоянно появляются сведения об 
их новых полезных свойствах.

В связи с растущим спросом на функцио-
нальные продукты на потребительском рынке 
промышленная микробиология нуждается в 
отвечающих поставленным целям высокопро-
дуктивных штаммах микроорганизмов, обеспе-
чивающих получение искомых продуктов с за-
данными свойствами. Кроме того, повышение 
распространенности антибиотико-резистентных 
инфекций [26-28], а также остро проявившаяся 
проблема пищевой безопасности делают [26, 29-
34] отбор новых штаммов молочнокислых бак-
терий продуцентов антагонистически активных 
веществ особо актуальным. 

Молоко различных видов животных является 
хорошим источником для выделения микроорга-

низмов с потенциальными и новыми пробиоти-
ческими свойствами [35-37].

Целью настоящей работы было выделение 
молочнокислых бактерий из молока различных 
видов животных (не коровьего), оценка биотех-
нологического потенциала полученных изолятов 
и отбор потенциально пробиотических штаммов 
микроорганизмов, обладающих антагонистиче-
ской активностью. 

Материалы и методы исследования
 
Молочнокислые бактерии выделяли из ко-

быльего (саумал), верблюжьего и козьего моло-
ка высевом на среде MRS (de Man, Rogosa and 
Sharpe) из десятикратных разведений в стериль-
ной водопроводной воде. Микроорганизмы от-
бирали из колоний различных по морфологии 
типов. Отдельную колонию помещали в пробир-
ку с 5 мл молока. Первичный отбор проводили 
по способности к подкислению и свертыванию 
коровьего молока в течение 48 часов. Накопле-
ние кислоты в среде определяли с помощью ин-
дикаторной лакмусовой бумаги.

В работе использованы также изоляты мо-
лочнокислых бактерий, полученных из ассоци-
аций на коровьем молоке и молочной сыворотке 
пяти антагонистически активных в отношении 
условно-патогенных дрожжей рода Candida об-
разцов кумыса [38]. 

У отобранных изолятов исследовали антаго-
нистическую активность методом лунок [38] в от-
ношении бактериальных тест-культур: Escherichia 
coli, Sarcina flava, S. flava T, Salmonella dublin, My-
cobacterium citreum, M. rubrum, I вакцина Ценков-
ского. Бактериальные тесты культивировали на 
среде МПА. Посевы инкубировали при температу-
ре 37°С в течение 24 ч, для Mycobacterium – 48 ч.

Все эксперименты проводили в трех повтор-
ностях. Статистическую обработку результатов 
исследований производили по стандартной ме-
тодике с использованием критерия Стьюдента 
[39]. Уровень значимости р<0,05.

Молекулярно-генетическую идентификацию 
биотехнологически ценных изолятов молочно-
кислых бактерий проводили секвенированием 
16s РНК по Сэнгеру. 

Результаты исследования и их обсуждение

Из молока различных видов животных 
выделено в целом 28 изолятов молочнокислых 
бактерий: из кобыльего – 11, козьего – 9, верблю-
жьего – 8. 
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Из ассоциаций кумыса на коровьем молоке 
и молочной сыворотке отобрано 12 изолятов мо-
лочнокислых бактерий, характеризующихся хо-
рошим сбраживанием коровьего молока.

Определена антагонистическая активность 
отобранных изолятов молочнокислых бактерий 
в отношении дрожжевых и бактериальных тест 
культур. Выявлено, что изоляты молочнокислых 
бактерий, выделенные из сырого молока различ-
ных видов животных (козьего, кобыльего, вер-
блюжьего), обладают антагонистической актив-
ностью в отношении только двух бактериальных 
тестовых культур: S. flava и M. citreum (Таблица 
1), что, наиболее вероятно, связано с продукцией 
молочной кислоты данными изолятами молоч-
нокислых бактерий.

Средний диаметр зон подавления роста 
S. flava изолятами из кобыльего, козьего и 
верблюжьего молока составляет (13,8±0,5), 
(12,1±0,7) и (12,1±0,8) мм соответственно; а M. 
citreum соответственно (14,5±0,7), (13,1±0,7) и 
(13,8±0,4) мм. 

Поскольку наиболее высокие средние пока-
затели антагонистической активности показаны 
для изолятов из кобыльего молока, сделано пред-
положение о более высоком шансе получении 
антагонистически активных штаммов молочно-
кислых бактерий из ферментированного кобы-
льего молока. Кроме того, в предыдущей работе 
была показана противогрибковая активность ас-
социаций кумыса в отношении условно-патоген-
ных дрожжей рода Candida. С целью выявления 
перспективных микроорганизмов проведен ана-
лиз изолятов, отобранных после серии последо-
вательных пересевов естественно ферментиро-
ванного кобыльего молока (кумыса) в коровьем 
молоке и молочной сыворотке.

Результаты исследования антибактериальной 
активности выделенных культур представлены в 
таблице 2. Все 12 отобранных изолятов молочно-
кислых бактерий проявили способность к пода-
влению всех тестовых культур микроорганизмов.

Проведена молекулярно-генетическая иден-
тификация изолятов из кумыса.

Таблица 1 – Антибактериальная активность молочнокислых бактерий из молока различных видов животных 

№ Изолят Источник выделения
Зоны подавления роста, мм

S. flava M. citreum
1 2

Кобылье молоко

15,0±1,0 13,0±2,0
2 2-2 17,3±0,7 16,0±1,0
3 3 11,0±0 15,0±0
4 5 15,0±2,0 17,0±0
5 6 14,0±1,0 13,0±0
6 8 13,5±1,5 11,0±1,0
7 9 15,0±0 18,5±0,5
8 10 12,5±0,5 13,0±0
9 13 14,5±2,5 17,0±1,0

10 14 12,5±0,5 11,5±0,5
11 15 12,0±0 15,0±0
12 1

Козье молоко

16,0±1,0 12,0±1,0
13 2 16,0±0 15,5±0,5
14 3 13,0±0 13,0±1,0
15 4 14,5±0,5 16,0±0
16 5 14,0±3,0 11,5±0,5
17 6 15,0±0 15,0±1,0
18 7 13,5±0,5 11,0±0
19 8 14,0±2,0 14,0±1,0
20 9 12,5±1,5 10,7±0,3
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№ Изолят Источник выделения
Зоны подавления роста, мм

S. flava M. citreum
21 1-2

Верблюжье молоко

16,0±1,0 11,0±0,5
22 1-3 12,0±0 14,5±2,5
23 1-4 14,5±0,5 16,0±0
24 2-1 14,5±1,5 17,0±1,0
25 2-2 15,0±0,7 12,0±1,0
26 2-3 13,0±1,0 12,5±0,5
27 2-4 13,0±1,0 10,8±0,3
28 2-5 13,0±0 17,0±0

Таблица 2 – Антибактериальная активность молочнокислых бактерий кумыса в отношении бактериальных тестовых 
культур 

№ Изолят Вид
Диаметр зон подавления роста, мм

Salm. dublin E. coli M. citreum M. rubrum S. flava S. flava T I. Baкцина 
Ценковского

1 4М-2а-1
L. rhamnosus

18,5±0,5 17,5±0,5 11,5±0,5 11,5±0,5 16,5±0,5 14,5±0,5 14,5±0,5

2 4М-2g 18,5±0,5 19,5±0,5 11,5±0,5 11,5±0,5 17,5±0,5 14,5±0,5 20,5±1,5

3 А15
L. fermentum

18,5±0,5 16,5±0,5 17,5±0,5 15,0±0 12,5±0,5 14,5±0,5 11,5±0,5

4 10 17,5±0,5 15,5±0,5 13,0±1,0 13,0±1,0 18,5±0,5 11,5±0,5 16,5±1,5

5 1М-КК

L. paracasei

18,5±0,5 19,0±1,0 12,0±1,0 15,0±1,0 16,5±0,5 13,5±1,5 16,5±0,5
6 2М-3 16,5±0,5 16,5±0,5 16,5±1,5 13,0±1,0 19,5±0,5 15,5±0,5 15,5±0,5
7 4M-2B-KB 17,0±1,0 17,5±0,5 14,5±0,5 25,0±1,0 14,5±0,5 13,0±1,0 15,5±0,5
8 4M-6B 17,0±0,5 19,5±0,5 11,5±0,5 15,5±0,5 12,5±0,5 13,5±1,5 12,5±1,5
9 7М BVK 19,0±1,0 19,5±0,5 11,5±0,5 13,0±1,0 13,0±1,0 13,5±0,5 13,0±1,0
10 7М КВ 17,5±0,5 15,5±0,5 12,5±0,5 16,5±0,5 13,0±1,0 11,5±0,5 14,5±0,5
11 1M-BB

L. diolivorans
14,5±0,5 13,0±1,0 18,5±0,5 14,0±1,0 15,0±1,0 15,5±0,5 12,5±0,5

12 1CBK 13,0±1,0 16,5±0,5 13,0±1,0 12,5±0,5 13,5±0,5 13,5±0,5 13,0±1,0

Продолжение таблицы 1

Выделенные молочнокислые бактерии иден-
тифицированы как Lactobacillus paracasei (ассо-
циации кумыса №№ 1, 2, 4, 7), L. fermentum (№6), 
L. rhamnosus (№4) и L. diolivorans (№1). Степень 
гомологии с ближайшими штаммами состави-
ла от 99,54% до 100%. Филогенетические древа 
отобранных молочнокислых бактерий кумыса 
представлены на рисунке 1.

Шесть из двенадцати технологически пер-
спективных изолятов отнесены по результатам 
молекулярно-генетического анализа к виду L. 
paracasei. Бактерии этого вида выделены почти 
из всех исследованных ассоциаций кумыса, под-

вергнутых серии пересевов на коровьем молоке. 
Из ассоциаций кумыса, поддерживаемых на мо-
лочной сыворотке, выделен лишь один штамм 
молочнокислых бактерий – L diolivorans 1с-бк. 
При высеве ассоциаций с сыворотки на среду 
MRS отмечено большое количество дрожжей и 
уксуснокислых бактерий.

Наличие в образцах кумыса выделенных 
видов молочнокислых бактерий отмечено раз-
личными авторами, исследующими микрофло-
ру кумыса [40-46]. При этом частота встречае-
мости указанных видов варьирует в различных 
регионах. 
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 2M-3

 NR 117987.1 Lactobacillus paracasei strain ATCC 25302 

 NR 113337.1 Lactobacillus paracasei strain NBRC 15889 

 NR 041054.1 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906 

 NR 025880.1 Lactobacillus paracasei strain R094 

 1M-KK

 7M BVK

 7M KB

 4M-2B-KB

 NR 037122.1 Lactobacillus zeae strain RIA 482 

 NR 113817.1 Lactobacillus hilgardii strain NBRC 15886 

 NR 041467.1 Lactobacillus farraginis strain NRIC 0676 

 1CBK

 NR 037004.1 Lactobacillus diolivorans strain JKD6 

 1M-BB

 NR 041658.1 Lactobacillus kisonensis strain YIT 11168 

 NR 041293.1 Lactobacillus buchneri strain JCM 1115 

 NR 041659.1 Lactobacillus rapi strain YIT 11204 

 NR 041658.1 Lactobacillus rapi strain YIT 11204 sequence(2)

 NR 041566.1 Lactobacillus equigenerosi strain NRIC 0697 

 NR 028810.1 Lactobacillus ingluviei strain KR3 

 NR 134066.1 Lactobacillus gorillae strain KZ01 

 10

 NR 104927.1 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 

 NR 113335.1 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 
99

99
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99

35

96

99

77
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99
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 NR 113332.1:63-659 Lactobacillus rhamnosus strain NBRC 3425 

 NR 043408.1:63-658 Lactobacillus rhamnosus strain JCM 1136 

 4M-2a-1

 4M-2g

 NR 037122.1:86-784 Lactobacillus zeae strain RIA 482 

 NR 113333.1:86-784 Lactobacillus casei strain NBRC 15883 

 NR 041458.1:76-649 Pediococcus siamensis strain MCH3-2 

 NR 036922.1:89-663 Enterococcus durans strain 98D 

 NR 134066.1:102-783 Lactobacillus gorillae strain KZ01 

 NR 118978.1:1-662 Lactobacillus fermentum strain NCDO 1750 

 NR 113335.1:82-763 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 

 NR 104927.1:73-754 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 

 A15
0

49

49

7

34

55

32

0.005

Рисунок 1 – Филогенетические древа отобранных из кумыса молочнокислых бактерий 
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В казахстанских и китайских образцах кумы-
са L. paracasei и L. rhamnosus отмечены как наи-
более часто встречающиеся [45]. Данные мета-
геномного исследования казахстанского кумыса 
Акмолинской области свидетельствуют о доми-
нировании в образцах кумыса молочнокислых 
бактерий L. diolivorans [43].

Уровень антагонистической активности раз-
личных штаммов молочнокислых бактерий, вы-
деленных нами из кумыса, зависел от штамма 
и тестовой культуры, зоны подавления роста 
бактериальных тестов варьировали в пределах 
от 10,5 до 19,5 мм. Однако средний диаметр зон 
подавления роста грамотрицательных бактерий 
Salm. dublin и E. сoli выше на 21-34% у L. fermen-
tum, L. rhamnosus и L. paracasei в сравнении с L. 
diolivorans.

Полученные данные согласуются с резуль-
татами исследований Aryantini с соавторами 
[47], которыми также была показана антагони-
стическая активность L. rhamnosus FSNN15 из 
ферментированного кобыльего молока против 
грамотрицательных бактерий Salmonella  ty-
phimurium LT‐2, Shigella sonnei, Listeria monocy-
togenes, и E. coli O157. 

Заключение

Таким образом, в результате исследования 
показана перспективность выделения новых 
биотехнологически и биологически ценных 
культур молочнокислых бактерий из фермен-
тированного кобыльего молока (кумыса) до-
машнего изготовления. Отобрано 12 новых 
штаммов молочнокислых бактерий из видов L. 
paracasei, L. fermentum, L. rhamnosus и L. dioliv-
orans, проявляющих антагонистическую актив-
ность в отношении ряда бактериальных тесто-
вых культур. 

Полученные микроорганизмы будут исполь-
зованы для создания столовых и профилактиче-
ских напитков и продуктов с направленным дей-
ствием.
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