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В условиях возрастающего интереса к пробиотическому йогурту как функциональному продукту, способствующему укреплению 
здоровья человека, исследования сосредоточены на поиске новых пробиотических штаммов микроорганизмов, в том числе 
бифидобактерий. В процессе совместного культивирования микробные культуры могут проявлять антагонистическую 
активность и конкурировать за питательные вещества. В связи с этим целью работы явилось изучение численности 
культур Streptococcus salivarius subsp. thermophilus и Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus и штаммов бифидобактерий 
Bifidobacterium bifidum ICIS-310, Bifidobacterium longum ICIS-505 в условиях совместного культивирования в молоке 
на протяжении 21 суток. В процессе сокультивирования штаммов в исследуемых пробах оценивали численность бактерий 
каждого вида, а также определяли кислотность и внешние признаки продукта (на 1, 7, 14 и 21 сутки). Установлено, что 
совместное культивирование традиционных микроорганизмов, используемых при производстве йогуртов со штаммами 
B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 в течение 21 суток не вызывает статистически значимого снижения их численности 
или ухудшения органолептических показателей продукта. Использование штаммов B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 
в комбинации с промышленными йогуртовыми культурами перспективно для создания новых продуктов функционального 
питания. В дальнейшем интерес представляют исследования механизмов метаболического взаимодействия между 
изучаемыми штаммами, а также оценка иммуномодулирующей активности конечного продукта in vivo. 
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Введение
Для восполнения пробелов в современном рационе 
питания необходимо дополнять традиционные про-
дукты специализированными биологически-актив-
ными комплексами, обеспечивающими организм 
необходимыми витаминами, минералами, микро-
элементами, антиоксидантами и другими важными 
веществами. Концепция функционального пита-
ния имеет множество трактовок, однако, в соответ-
ствии с европейским консенсусом, функциональное 
питание, помимо своей основной питательной цен-
ности, способствует укреплению здоровья и сни-
жению риска возникновения заболеваний1 [1, 2].

В ряду функциональных продуктов, создан-
ных на основе молока, особое место занимает 
йогурт – кисломолочный продукт, который сни-
скал широкую известность и признание во всем 

мире благодаря своей высокой питательной цен-
ности. Это обусловлено значительным содержа-
нием катионов кальция, магния, калия и других 
минералов, а также витаминов (А, бета-каротина, 
E, K, B2, B3, B4, B5, B9), что делает йогурт не только 
вкусным, но и полезным для организма [3–7]. 

Традиционно натуральный йогурт без каких-либо 
добавок получают путем внесения в молоко микро-
организмов, которые вызывают процесс молочнокис-
лого брожения, таких, как термофильный стрептококк 
и лактобактерии. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulga-
ricus (L. bulgaricus) обладает антимикробной активно-
стью против патогенных и условно-патогенных микро-
организмов кишечника, а Streptococcus salivarius subsp. 
thermophilus (S. thermophilus) образует внеклеточные 
полисахариды, углеводбелковые комплексы, состоя-
щие из глюкозы, галактозы, рамнозы и аминокислот, 
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что обеспечивает продукту консистенцию и предот-
вращает синерезис [8]. Симбиотические отношения 
между этими видами реализуются на метаболиче-
ском уровне. В процессе размножения S. thermo-
philus продуцирует пировиноградную, муравьиную 
кислоты и углекислый газ, которые способствуют 
росту L. bulgaricus. В свою очередь, L. bulgaricus гид-
ролизует молочные белки в пептиды и аминокис-
лоты, которые стимулируют рост S. thermophilus [9]. 

В связи с возрастающим интересом к йогурту 
как функциональному продукту с пробиотическими 
свойствами активно проводится поиск новых штам-
мов бактерий, в т. ч. бифидобактерий, с целью вклю-
чения их в состав продукта совместно с известными 
заквасочными культурами. Бифидобактерии пред-
ставляют собой ключевую группу пробиотических 
микроорганизмов, широко применяемых в производ-
стве ферментированных молочных продуктов и игра-
ющих существенную роль в формировании кишеч-
ной микробиоты человека [10, 11]. Многочисленные 
исследования in vitro и in vivo подтвердили наличие 
у бифидобактерий выраженных пробиотических 
свойств, включая иммуномодулирующее действие 
и регуляцию метаболических процессов [12–17].

Многочисленные исследования с использованием 
различных штаммов лакто- и бифидобактерий 
как in vitro, так и in vivo показали их эффективность 
в схеме лечения инфекционных и соматических забо-
леваний [18, 19]. При этом разработка новых молочных 
продуктов с использованием пробиотических куль-
тур должна учитывать ряд ключевых факторов, влия-
ющих на процесс ферментации, качество продукта 
и его конечную приемлемость для потребителей [10]. 
Несмотря на то что культуры Bifidobacterium spp. 
входят в состав молочных продуктов, они имеют 
ряд недостатков по сравнению с традиционными 

молочнокислыми бактериями [20]. Бифидобактерии 
характеризуются замедленным ростом и образова-
нием кислоты в коровьем молоке, а также нужда-
ются в продолжительном процессе ферментации, 
создании анаэробной среды и поддержании низкого 
окислительно-восстановительного потенциала, что 
ограничивает возможность их применения в молоч-
ной промышленности [21]. Помимо этого, в процессе 
совместного культивирования термофильных стреп-
тококков и лактобактерий с бифидобактериями заква-
сочные штаммы могут проявлять антагонистическую 
активность и конкурировать за питательные веще-
ства, что, в свою очередь, может привести к снижению 
численности пробиотических культур при производ-
стве йогурта и хранении готового продукта [22, 23]. 

В связи с этим целью данной работы явилось 
изучение численности культур Streptococcus sal-
ivarius subsp. thermophilus и Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus и штаммов бифидобакте-
рий Bifidobacterium bifidum ICIS-310, Bifidobacterium 
longum ICIS-505 в условиях совместного культи-
вирования в молоке на протяжении 21 суток.

Объекты и методы исследования
Культуры. Лиофилизированная композиция культур 
Bifidobacterium bifidum ICIS-310 (B. bifidum ICIS-310) 
и Bifidobacterium longum ICIS-505 (B. longum ICIS-505), 
содержащая не менее 1 × 1011 КОЕ/г микроорганизмов. 
Ранее авторами изучены пробиотические свойства 
данной композиции штаммов в условиях in vitro [24].

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (S. thermophi-
lus) и Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (L. bulga-
ricus),входят в состав лиофилизированной закваски 
FD DVS TF-L811 – Yo-Flex (Chr. Hansen, Дания), содер-
жащей не менее 5 × 1010 КОЕ/г микроорганизмов.

Источник изображения: freepik.com

https://ru.freepik.com/free-photo/top-view-healthy-breakfast-meal-with-yogurt-arrangement_13104710.htm#fromView=search&page=1&position=19&uuid=3e521ee3-e06a-41eb-b259-c1238f039781&query=йогурт
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Исследования проводили на стерильном 
пастеризованном молоке 2,5 % жирности 
«Молоко Оренбуржья» («А7 Агро», г. Оренбург). 
Стерилизацию молока проводили при темпе-
ратуре 120 °С в течение 15 мин. Стерильное 
молоко в объеме 300 мл нагревали до темпе-
ратуры 40–42 °С. Затем в нагретое молоко вно-
сили лиофилизированные заквасочные куль-
туры S. thermophilus и L. bulgaricus и композицию 
культур B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505.

Используемое количество лиофилизированной 
закваски (согласно инструкции к заквасочным 
культурам) на 300 мл молока составляло 0,0075 г, 
исследуемой лиофилизированной композиции 
бифидобактерий на 300 мл молока – 0,009 г.

Исследования по сокультивированию заквасоч-
ных культур и используемой композиции бифи-
добактерий в молоке (по технологическим реко-
мендациям к закваске FD DVS TF-L811 – Yo-Flex) 
проводились с использованием двух контрольных 
и одной опытной проб. Контрольные пробы под-
готавливали следующим образом: в 300 мл про-
гретого молока 2,5 % жирности вносили лиофили-
зированные заквасочные культуры S. thermophilus 
и L. bulgaricus (контрольная проба 1) и компози-
цию культур B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 
(контрольная проба 2). Для приготовления опыт-
ной пробы в 300 мл прогретого молока одновре-
менно вносили лиофилизированные культуры 
S. thermophilus и L. bulgaricus, входящие в состав 
закваски FD DVS TF-L811 – Yo-Flex (0,0075 г) 
и лиофилизированную композицию культур 
B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 (0,009 г) 
в соотношении 1:1 (опытная проба).

Все исследования проводились в пяти после-
довательных повторах: на 1, 7, 14 и 21 сутки. 

После внесения всех исследуемых культур про-
водили перемешивание проб во флаконах в тече-
ние 15 мин, а затем инкубировали в шейкере-инку-
баторе Environmental shaker-incubator ES-20 (BioSan, 
Латвия) без покачивания при температуре 40–42 °С. 

На первые сутки исследования определяли пока-
затели кислотности контрольных и опытной проб 
(рН-метр F20-Standard, Mettler Toledo, Швейцария) 
после внесения закваски и культур (точка «0»), 
через два часа после точки «0», далее ориентиро-
вались на значение рН и сокращали время между 

замерами по уровню падения рН. Останавливали 
сквашивание при рН = 4,65–4,55. Оценивали гомо-
генность, консистенцию, запах и цвет образцов.

Полученную опытную и контрольные пробы 
после культивирования охлаждали в ледя-
ной воде 15 мин, затем помещали в холодильник 
при температуре 4 ± 1 °С на хранение. У исследуе-
мых проб на 7, 14 и 21 сутки определяли кислот-
ность, оценивали органолептические свойства.

Выделение исследуемых штаммов. Для выращи-
вания культур использовали плотную питатель-
ную среду Шедлер-агар (HiMedia Laboratories, Индия) 
следующего состава: триптон-соевый бульон (Oxoid 
CM0129) 10,0 г/л, пептон 5,0 г/л, дрожжевой экстракт 
5,0 г/л, глюкоза 5,0 г/л, цистеин HCl 0,4 г/л, хемин 
0,01 г/л, трис-буфер 0,75 г/л, агар 13,5 г/л. Инкубацию 
проводили при 37 ± 1 °C в CO2-инкубаторе (Binder, 
Германия) в течение 48 ч (СО2 – 9 %; О2 – 0,6 %).

Культуральные свойства. В контрольных и опытной 
пробах (смешанные культуры) штаммы различали 
по морфотипам. При росте на твердой питательной 
среде Шедлер-агар S. thermophilus образовывал мел-
кие, плоские, полупрозрачные колонии. На Шедлер-
агаре штаммы L. bulgaricus образовывали белые, 
округлые, мелкие, блестящие колонии. Культура B. bifi-
dum ICIS-310 на питательной среде образовывала 
белые, творожистые, средние, блестящие колонии. 
При росте на твердой питательной среде Шедлер-
агар B. longum ICIS-505 образовывал белые, творо-
жистые, средние, звездчатые, матовые колонии. 

Определение морфологических признаков культур 
проводили с помощью инвертированного микро-
скопа AXIO Observer A1 (Германия). В мазках, окра-
шенных по Граму, S. thermophilus представлял собой 
грамположительные шарообразные и эллипсовид-
ные клетки диаметром 0,7–0,9 мкм, спор и капсул 
не образовывал. Культура L. bulgaricus – грамполо-
жительные палочки размером 0,5–0,6 мкм, без кап-
сул, расположенные одиночно либо цепочками. 
Культура B. bifidum ICIS-310 – грамположительные 
неподвижные палочки длиной 4,0–5,0 мкм с утол-
щением на одном или двух концах, расположенные 
в виде отдельных клеток или скоплений. Культуры 
B. longum ICIS-505 представляли собой грампо-
ложительные неподвижные палочки с раздвое-
ниями или булавовидными утолщениями на одном 
или двух концах длиной 4,0–5,0 мкм, расположен-
ные в виде отдельных клеток или скоплений.

Бе к пе р ге н о в а А .  В .  [ и  д р. ]  Д и н а ми к а чи с ле нн о с т и й о г у р т о в ы х к ульт у р. . .
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Идентификацию штаммов проводили с использо-
ванием масс-спектрометра VITEK MS (BioMerieux, 
Франция), на базе бактериологической лаборатории 
Научного исследовательского центра Оренбургского 
государственного медицинского университета (руково-
дитель канд. мед. наук, доцент С. Д. Борисов, г. Оренбург).

Определение культуральных свойств, морфологиче-
сих признаков и идентификацию штаммов, выделен-
ных из закваски FD DVS TF-L811 – Yo-Flex и композиции 
бифидобактерий, проводили на всех этапах иссле-
дования (до внесения в молоко, на 7, 14 и 21 сутки). 

Численность культур выражали в колониеобразу-
ющих единицах на мл (КОЕ/мл). Содержимое кон-
трольных и опытной пробы брали в объеме 0,1 мл 
и разводили физиологическим раствором 
(метод серийных разведений), а затем про-
изводили секторальный рассев по Gould. 
Количество микроорганизмов в пробах (5,5–7 ч) 
и на 21 сутки хранения, должно составлять 
не менее 1 × 106 КОЕ/мл (согласно ТР ТС 033/2013). 

Статистический анализ. Для статистиче-
ского анализа использовались программы 
Statistica 10.0 (StatSoft, США) и Excel (Microsoft Office 
Excel 2010). Все исследования представляют собой 
меру среднего и стандартного отклонения.

Результаты и их обсуждение
На первом этапе исследования определяли актив-
ную кислотность (рН) в контрольных и опытной про-
бах в течение первых суток эксперимента (табл. 1). 

Время достижения уровня рН 4,64 ± 0,005 
для опытной пробы составляет 7 ч. При этом 
контрольная проба 1, содержащая в своем 
составе только заквасочные культуры дости-
гала необходимого pH за 6 ч 30 мин.

Параллельно с определением кислотности проб 
были оценены внешние признаки и числен-
ность (КОЕ/мл) культур в первые сутки и при хра-
нении в условиях холодильника (4 ± 1 °С). 

В контрольной пробе 1 и опытной пробе образова-
ние сгустка отмечалось на 3 ч культивирования, 
запах был кисловатый, цвет белый, без посторон-
них добавок и запахов, консистенция однородная. 
Видимое загустение в этих пробах отмечалось на 4 ч 
термостатирования. К 5–6 ч пробы были гомоген-
ные, консистенция соответствовала йогурту, была 
однородная, запах был свойственный кисломолоч-
ному продукту, цвет белый, без посторонних добавок 
и запахов. Однако контрольная проба 2, содержащая 
только композицию бифидобактерий, не изменяла 
органолептические свойства на протяжении всего 
термостатирования и оставалась жидкой. К 7 ч 
инкубации проба приобретала кисловатый запах. 
Численность культур в двух контрольных и одной 
опытной пробе была не менее 108 КОЕ/мл.

Таблица 1. Значения pH контрольных и опытной проб в разные 
временные точки исследований

Время 
культивирования

Значения рН

Контрольная 
проба 1

Контрольная 
проба 2

Опытная 
проба

Точка «0» 6,65 ± 0,03 6,61 ± 0,01 6,62 ± 0,02

2 ч 6,46 ± 0,01 6,54 ± 0,01 6,47 ± 0,01

3 ч 6,25 ± 0,01 6,56 ± 0,01 6,31 ± 0,01

4 ч 5,37 ± 0,01 6,55 ± 0,00 5,41 ± 0,01

4 ч 30 мин 5,15 ± 0,01 6,52 ± 0,01 5,21 ± 0,00

5 ч 5,01 ± 0,01 6,54 ± 0,01 5,04 ± 0,04

5 ч 30 мин 4,80 ± 0,01 6,53 ± 0,01 4,92 ± 0,02

6 ч 4,73 ± 0,01 6,51 ± 0,01 4,85 ± 0,01

6 ч 30 мин 4,61 ± 0,01 6,50 ± 0,01 4,75 ± 0,00

7 ч 4,54 ± 0,01 6,53 ± 0,00 4,64 ± 0,01
Примечание: пределы допускаемой погрешности преобразователя ± 0,02; результаты 
в таблице представлены как М ± m (среднее значение ± стандартное отклонение).
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На следующем этапе (временные точки – 7, 14 и 21 сутки) 
также определяли кислотность, органолептические 
свойства и численность культур в пробах, находя-
щиеся на хранении в условиях холодильника (табл. 2).

Контрольная проба 1, содержащая заквасочные куль-
туры, имела более густую консистенцию по сравнению 
с опытной пробой. Контрольная проба 2, содержащая 
композицию бифидобактерий, имела легкий кисло-
ватый запах, цвет белый, без посторонних добавок 
и однородную консистенцию. На 7, 14 и 21 сутки кон-
трольная проба 2 оставалась жидкой. Кроме того, рН 
опытной пробы на 21 сутки достоверно не отличался 
от контрольных проб в этом же временном диапазоне.

Совместное культивирование заквасочных культур 
и композиции бифидобактерий не приводило к сниже-
нию количества термофильных стрептококков и лак-
тобацилл, численность которых варьировала ана-
логично данным контрольной пробы 1. Численность 
обоих штаммов бифидобактерий на первые сутки 
исследований составляла не менее 108 КОЕ/мл, далее 
с 7 суток численность сохранялась в исследуемых 
образцах в количестве не менее 108–5 × 107 КОЕ/мл.

Выводы
Результаты исследования свидетельствуют о том, 
что совместное культивирование традицион-
ных микроорганизмов, используемых при произ-
водстве йогуртов (Streptococcus salivarius subsp. 
thermophilus и Lactobacillus delbrueckii subsp. bul-
garicus) со штаммами Bifidobacterium bifidum 
ICIS-310 и Bifidobacterium longum ICIS-505 в тече-
ние 21 суток не вызывали статистически значи-
мого снижения их жизнеспособности или ухудше-
ния органолептических показателей продукта. 

Концентрация как заквасочных культур, так и бифи-
добактерий сохранялась в пределах 107–108 КОЕ/мл 
на протяжении всего периода хранения, что соот-
ветствует требованиям Технического регламента 
Таможенного союза 033/2013 «О безопасности 
молока и молочной продукции» (ТР ТС 033/2013. 
Принят Решением Совета Евразийской эконо-
мической комиссии от 9 октября 2013 г. № 67). 
Полученные данные коррелируют с литературными 
сведениями о способности бифидобактерий адап-
тироваться к кисломолочной среде при соблюде-
нии оптимальных технологических параметров [20].

Таблица 2. Кислотность исследуемых проб, органолептические свойства и численность культур на 7, 14 и 21 сутки

Контрольная проба 1 Контрольная проба 2 Опытная проба

7 сутки

рН 4,52 ± 0,01 6,48 ± 0,01 4,55 ± 0,01

Численность, 
КОЕ/мл не менее 108 не менее 108 не менее 108

Органолептические 
свойства

Проба гомогенная, консистенция 
однородная, соответствует 
йогурту, запах свойственный 
кисломолочному продукту, цвет 
белый, без посторонних добавок

Загустения не происходит, 
запах кисловатый, цвет белый, 
без посторонних добавок, 
консистенция однородная

Проба гомогенная, консистенция 
соответствует йогурту, 
однородная, запах свойственный 
кисломолочному продукту, цвет 
белый, без посторонних добавок

14 сутки

рН 4,5 ± 0,01 5,74 ± 0,01 4,52 ± 0,01

Численность, 
КОЕ/мл не менее 5 × 107 не менее 5 × 107 не менее 108

Органолептические  
свойства

Проба гомогенная, консистенция 
однородная, сыворотка в 
верхнем слое (5 мм), запах 
свойственный кисломолочному 
продукту, цвет белый, без 
посторонних добавок

Загустения не происходит, 
запах кисловатый, цвет белый, 
без посторонних добавок, 
консистенция однородная

Проба гомогенная, консистенция 
соответствует йогурту, 
однородная, запах свойственный 
кисломолочному продукту, цвет 
белый, без посторонних добавок

21 сутки

рН 4,48 ± 0,01 4,53 ± 0,01 4,47 ± 0,01

Численность, 
КОЕ/мл не менее 5 × 107 не менее 5 × 107 не менее 5 × 107

Органолептические  
свойства

Проба гомогенная, консистенция 
однородная, соответствует 
йогурту, запах свойственный 
кисломолочному продукту, цвет 
белый, без посторонних добавок

Загустения не происходит, 
запах кисловатый, цвет белый, 
без посторонних добавок, 
консистенция однородная

Проба гомогенная, консистенция 
соответствует йогурту, 
однородная, запах свойственный 
кисломолочному продукту, цвет 
белый, без посторонних добавок

Бе к пе р ге н о в а А .  В .  [ и  д р. ]  Д и н а ми к а чи с ле нн о с т и й о г у р т о в ы х к ульт у р. . .
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Существенным аспектом исследования явля-
ется отсутствие антагонизма между изучаемыми 
микроорганизмами, что подтверждает штам-
мовую специфичность биологических свойств 
бактерий и диктует необходимость подбора 
определенных штаммов для создания мульти-
штаммовой пробиотической композиции [25]. 

Отсутствие антагонистических взаимодей-
ствий между культурами, вопреки гипотезе о кон-
куренции бактерий за питательные вещества, 
может быть связано с продукцией ростостиму-
лирующих факторов, способствующих разви-
тию молочнокислых микроорганизмов. К при-
меру, низкая протеолитическая активность 
некоторых штаммов бифидобактерий компенси-
руется их синергизмом с протеаз-позитивными 
видами (L. bulgaricus и S. thermophilus) за счет повы-
шения доступности глутамина и аргинина, что 
может усиливать бифидогенный эффект [26, 28]. 
Бифидобактерии, обладая ограниченной способ-
ностью к гидролизу казеина [26], используют оли-
гопептиды, продуцируемые L. bulgaricus за счет 
протеазной активности (PrtP-система). В свою 
очередь, синтез ацетата и фолатов бифидобак-
териями стимулирует рост лактобактерий [29], 
что подтверждает гипотезу перекрестного пита-
ния в мультиштаммовых композициях [30]. 

Органолептический анализ показал стабильность 
характеристик обогащенного йогурта: сохране-
ние однородной консистенции, типичного белого 
цвета и выраженного кисломолочного аромата. 
Эти наблюдения подтверждают выводы о том, 

что подбор пробиотических штаммов не обяза-
тельно приводит к дестабилизации текстуры про-
дукта. В то же время сниженная вязкость кон-
трольной пробы 2 (содержащей исключительно 
бифидобактерии) свидетельствует о ключе-
вой роли S. thermophilus и L. bulgaricus в форми-
ровании реологической структуры йогурта, 
что согласуется с данными K. J. Aryana et al. [7]. 

Таким образом, использование штаммов B. bifidum 
ICIS-310 и B. longum ICIS-505 в комбинации с про-
мышленными йогуртовыми заквасками имеет пер-
спективу применения при создании продуктов 
с пробиотическими характеристиками, соответству-
ющих современным трендам здорового питания. 

Использование культур бифидобакте-
рий позволяет производить функциональ-
ные пищевые продукты с пролонгированным 
сроком хранения и сохраненными качествен-
ными и количественными показателями. 

Включение исследуемых культур в состав йогур-
тов может способствовать улучшению их функ-
циональных свойств без ущерба для органолеп-
тических и технологических характеристик. 

Перспективным направлением дальнейших 
исследований является углубленное изуче-
ние метаболического взаимодействия между 
исследуемыми штаммами при длительном 
хранении, а также оценка пробиотических 
свойств, в т. ч. иммуномодулирующей активно-
сти конечного продукта в условиях in vivo. 
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Probiotic yogurt as a popular functional product that promotes human health. Bifidobacteria offer new probiotic strains. 
However, co-cultivation may trigger antagonistic activity in microbial cultures that have to compete for nutrients. In this 
research, we counted Streptococcus salivarius subsp. thermophiles and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus cultures 
cultivated with strains of Bi idobacterium bi idum ICIS-310 and Bi idobacterium longum ICIS-505 in milk for 21 days. 
The count, pH tests, and appearance description were performed on days 1, 7, 14, and 21. The co-cultivation of industrial 
yoghurt production microorganisms with B. bifidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505 strains for 21 days reduced neither 
their count nor the sensory profile of the finished product. After further research into their metabolic interaction and 
immunomodulatory effect in vivo, the consortium may reveal some prospects for the functional food industry. 
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