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Äàíà ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà àíòèôóíãàëüíîé àêòèâíîñòè Propionibacterium freudenreiñhii
RVS-4-irf (ÂÊÏÌ Â-9654) è ñåìè øòàììîâ áàêòåðèé èç ðîäà Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei,
L. brevis, L. fermentum, L. plantarum). Êóëüòóðàëüíàÿ æèäêîñòü Propionibacterium freudenreiñhii
ÂÊÏÌ Â-9654 îáëàäàëà çíà÷èòåëüíî áîëåå ñèëüíûì ïðîòèâîãðèáíûì äåéñòâèåì, ÷åì òàêîâàÿ
øòàììîâ ëàêòîáàöèëë. Íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê åå äåéñòâèþ áûëè äðîææåâûå ãðèáû Debario-
myces hansenii, çàòåì ïðåäñòàâèòåëè ìèöåëèàëüíûõ ìèêðîìèöåòîâ ðîäîâ Penicillium è Aspergillus, à
íàèáîëåå óñòîé÷èâûì áûë øòàìì Geotrichum candidum. Ìàêñèìàëüíóþ àêòèâíîñòü â ïîäàâëåíèè
ãðèáîâ èç ëàêòîáàöèëë ïðîÿâèë øòàìì Lactobacillus brevis 5. Àíòèôóíãàëüíàÿ àêòèâíîñòü êóëüòó-
ðàëüíûõ æèäêîñòåé Propionibacterium freudenreichii è Lactobacillus brevis, âçÿòûõ â ñîîòíîøåíèè
1 : 1, ïðåâîñõîäèëà òàêîâóþ Propionibacterium freudenreiñhii è Lactobacillus brevis, âçÿòûõ ïî
îòäåëüíîñòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Propionibacterium freudenreichii, ìîëî÷íîêèñëûå áàêòåðèè, àíòèôóíãàëüíàÿ
àêòèâíîñòü, ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà.

Comparative assessment of antifungal activity of Propionibacterium freudenreiñhii RVS-4-irf VKPM
B-9654 and seven strains of Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. brevis, L. fermentum, L. plantarum)
was done. Cultural liquid of Propionibacterium freudenreiñhii VKPM B-9654 had a much stronger anti-
fungal effect than the strains of Lactobacillus. The yeast Debariomyces hansenii were the most sensitive to
its action, the following mycelial micromycetes of genera Penicillium and Aspergillus were and the strain
of Geotrichum candidum was most resistant. The strain of Lactobacillus brevis 5 demonstrated the maxi-
mum inhibition activity to the fungi between the lactobacilli. Antifungal activity of cultural liquid (CL)
Propionibacterium freudenreichii and Lactobacillus brevis, taken in the ratio 1 : 1 was superior than the
CL Propionibacterium freudenreiñhii and L. brevis alone.

Key words: Propionibacterium freudenreichii, lactic acid bacteria, antifungal activity, propionic acid.

Äëÿ àíòèìèêðîáíîé çàùèòû ðàñòèòåëüíûõ êîðìîâ
ïðè äîñòóïå âîçäóõà öåëåñîîáðàçíî ïðèìåíÿòü èñòî÷-
íèêè áèîäåãðàäàáåëüíûõ îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò ìèêðî-
áèîëîãè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, òàêèõ êàê ìîëî÷íàÿ,
óêñóñíàÿ è ïðîïèîíîâàÿ. Ïîñëåäíÿÿ äåéñòâóåò íå òîëü-
êî ïðè íèçêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ (êàê íåäèññîöèèðîâàííàÿ
êèñëîòà), íî è êàê ñîëü â óñëîâèÿõ, áëèçêèõ ê íåéò-
ðàëüíûì (Kung et al., 2004; Danilova et al., 2012). Ïðî-
ïèîíîâîêèñëûå áàêòåðèè (ÏÊÁ) — èçâåñòíûå ïðîäó-
öåíòû ïðîïèîíîâîé êèñëîòû â âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
(Vorobyeva, 1995).

Øòàìì Propionibacterim freudenreichii RVS-4-irf
(ÂÊÏÌ B-9654) ÿâëÿåòñÿ ïðîáèîòèêîì (Ryzhkova et al.,
2015a), ïðè ýòîì îí îáðàçóåò íå òîëüêî ïðîïèîíîâóþ

êèñëîòó, íî è áàêòåðèîöèíîïîäîáíûå ïîëèïåïòèäû,
ïîäàâëÿþùèå ãðèáû (Ryzhkova et al., 2017). Øòàìì
RVS-13-slg (ÂÊÏÌ Â-11325), ïîëó÷åííûé ñåëåêöèåé
èç ïðåäûäóùåãî è ââåäeííûé â ãîòîâûé êèñëîìîëî÷-
íûé ïðîäóêò, â 7 ðàç óâåëè÷èâàë åãî óñòîé÷èâîñòü
ê ãðèáàì-ìèêðîìèöåòàì, òàêèì êàê Aspergillus spp.,
Penicillium spp. è äð. (Ryzhkova et al., 2015b).

Ïîñêîëüêó óêàçàííûå øòàììû ÏÊÁ — ïðîáèîòè-
êè, äëÿ çàùèòû ðàñòèòåëüíûõ êîðìîâ îò ïîðàæåíèÿ
ìèêðîñêîïè÷åñêèìè ãðèáàìè ñëåäóåò ââîäèòü íå ÷èñ-
òûå ðàñòâîðû ïðîïèîíîâîé êèñëîòû/ïðîïèîíàòîâ, à
öåëüíûå êóëüòóðû, ñîäåðæàùèå êëåòêè ÏÊÁ. Ïðîáèî-
òè÷åñêèå ñâîéñòâà áàêòåðèé — øòàììîñïåöèôè÷íû.
Ïîýòîìó äàííóþ ðàáîòó ïðîâîäèëè ñ êîíêðåòíûì
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øòàììîì ÏÊÁ, äëÿ êîòîðîãî ïðîáèîòè÷åñêèé ïîòåí-
öèàë äîêàçàí (Ryzhkova et al., 2015a).

Îäíàêî îñòàeòñÿ âîïðîñ îá îòíîøåíèè ðàçíûõ ãðè-
áîâ ê ïåðå÷èñëåííûì îðãàíè÷åñêèì êèñëîòàì. ×óâñò-
âèòåëüíîñòü èëè òîëåðàíòíîñòü ìèêðîìèöåòîâ ê îðãà-
íè÷åñêèì êèñëîòàì ó ðàçíûõ ãðèáîâ ñóùåñòâåííî îò-
ëè÷àåòñÿ, ÷òî îáóñëîâëåíî íàëè÷èåì ó íèõ ðàçëè÷íûõ
ìåõàíèçìîâ èõ äåòîêñèêàöèè (Brock, Buckel, 2004;
Doores, 2005). Îðãàíè÷åñêèå êèñëîòû ïðîíèêàþò â ìè-
öåëèé ÷åðåç öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó â íåäèññî-
öèèðîâàííîé ôîðìå. Êîíñòàíòû äèññîöèàöèè (pÊà)
ìîëî÷íîé (ÌÊ), óêñóñíîé (ÓÊ) è ïðîïèîíîâîé (ÏÊ)
êèñëîò ñîñòàâëÿþò 3.08, 4.75 è 4.87 ñîîòâåòñòâåííî,
ò. å. ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà ñîõðàíÿåò íåäèññîöèèðîâàí-
íóþ ôîðìó ïðè áîëåå âûñîêîì çíà÷åíèè ðÍ, ÷åì äðó-
ãèå êèñëîòû (Doores, 2005). Ãëàâíûå ýêçîìåòàáîëèòû-
àíòèñåïòèêè ÌÊÁ è ÏÊÁ — ìîëî÷íàÿ, óêñóñíàÿ è ïðî-
ïèîíîâàÿ êèñëîòû, äåéñòâóþò â ïðèñóòñòâèè äðóãèõ
ìèíîðíûõ ïî àêòèâíîñòè àíòèìèêðîáíûõ ñîåäèíåíèé.
Ïî ýôôåêòèâíîñòè àíòèìèêðîáíîãî äåéñòâèÿ êèñëîòû
ðàñïîëàãàþòñÿ â ñëåäóþùèé ðÿä: ìîëî÷íàÿ < óêñóñ-
íàÿ < ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà (Doores, 2005; Lind et al.,
2005).

Èçâåñòíî, ÷òî ñèëîñû ñîçðåâàþò ïîä äåéñòâèåì
ÌÊÁ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà (0.1—
0.2 %), ââåäeííàÿ ñàìà ïî ñåáå èëè ñ èíîêóëÿòîì ÌÊÁ,
ýôôåêòèâíî ñïîñîáñòâóåò êàê ñîçðåâàíèþ ñèëîñà, òàê
è åãî ñîõðàííîñòè â àýðîáíûõ óñëîâèÿõ. Ïðè ýòîì íà
îäèí-äâà ïîðÿäêà ñíèæàåòñÿ êîëè÷åñòâî äðîææåâûõ
êëåòîê â ãîòîâîì ïðîäóêòå (Kung et al., 2004).

Öåëüíûå êóëüòóðû ÏÊÁ, âûäåëÿÿ ïîìèìî ïðîïèî-
íîâîé êèñëîòû/ïðîïèîíàòîâ ìíîæåñòâî ïîëåçíûõ âå-
ùåñòâ, — íóòðèöåâòèêîâ (âèòàìèíû ãðóïïû Â, íåçàìå-
íèìûå àìèíîêèñëîòû, áèôèäîãåííûå ôàêòîðû è äð.),
àíòèìåòàáîëèòîâ, âêëþ÷àÿ áàêòåðèîöèíîïîäîáíûå ïî-
ëèïåïòèäû, è âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ÌÊÁ (Ryzhkova et al.,
2015à, 2017), ìîãóò âíîñèòü ñóùåñòâåííûé âêëàä â êà-
÷åñòâî ñèëîñîâàíèÿ êîðìîâ, óâåëè÷èâàÿ èõ êîðìîâóþ
öåííîñòü è ñîõðàííîñòü. Îòìåòèì, ÷òî ïðîïèîíîâàÿ
êèñëîòà â êîíöåíòðàöèè ïðèìåðíî äî 0.4 % èçìåíåíèé
â îðãàíîëåïòè÷åñêèõ ñâîéñòâàõ ïðîäóêòà (â òîì ÷èñëå
è åãî àðîìàòà) íå âûçûâàåò, à ñîëè ÏÊ (íàïðèìåð, ïðî-
ïèîíàò íàòðèÿ) íå ìåíÿþò àðîìàòà ïðîäóêòà (Doores,
2005; Ryzhkova et al., 2015b). Â òî æå âðåìÿ ìîëî÷íî-
êèñëàÿ áàêòåðèÿ Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgari-
cus, êóëüòèâèðóåìàÿ ïðåäâàðèòåëüíî íà ìó÷íîé ñðåäå,
èíèöèèðóåò è ñòèìóëèðóåò ðàçâèòèå øòàììà Propioni-
bacterium freudenreichii è îáðàçîâàíèå èì ëåòó÷èõ
æèðíûõ êèñëîò (Ryzhkova et al., 2009). Â îïðåäåëåííûõ
óñëîâèÿõ ñîâìåñòíîå èñïîëüçîâàíèå øòàììîâ ëàêòîáà-
öèëë è P. freudenreichii ìîæåò òàêæå óñèëèâàòü èõ àí-
òèãðèáíóþ àêòèâíîñòü (Schwenninger et al., 2008). Âñå
ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåîáõîäèìîñòè ïðîâåäåíèÿ äå-
òàëüíîãî èçó÷åíèÿ àíòèãðèáíîé àêòèâíîñòè ïðîïèîíî-
âûõ áàêòåðèé, ïðè÷åì ïðîáèîòè÷åñêèõ øòàììîâ, è
ÌÊÁ, â ÷àñòíîñòè ëàêòîáàöèëë, è âûÿñíåíèÿ ýôôåê-
òèâíîñòè èõ äåéñòâèÿ íà ãðèáû ïðè ñîâìåñòíîì ïðè-
ìåíåíèè.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü ñðàâíèòåëüíîå
èçó÷åíèå àíòèôóíãàëüíîãî äåéñòâèÿ øòàììà ïðîáèî-
òè÷åñêîé ïðîïèîíîâîêèñëîé áàêòåðèè P. freudenreichii

RVS-4-irf (B-9654) ñ òàêîâûì ó ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòå-
ðèé ðîäà Lactobacillus, à òàêæå èññëåäîâàíèå ñîâìåñò-
íîãî äåéñòâèÿ äàííîãî øòàììà ÏÊÁ è øòàììà L. brevis
äëÿ ðåêîìåíäàöèé â äàëüíåéøåì ïî èõ ïðèìåíåíèþ
â çàùèòå ìàòåðèàëîâ ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
îò ïîð÷è ãðèáàìè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Øòàììû è óñëîâèÿ èõ ïîääåðæàíèÿ. Èñïîëüçî-
âàëè øòàìì êëàññè÷åñêèõ ïðîïèîíîâîêèñëûõ áàêòå-
ðèé Propionibacterium freudenreichii RVS-4-irf (Inter-
national GenBank AC number EU418709), äåïîíèðîâàí-
íûé â ÂÊÏÌ ïîä íîìåðîì Â-9654. Ñîêðàùeííîå
îáîçíà÷åíèå — Pfr-4. Èçó÷åíèå åãî ôèçèîëîãî-áèîõè-
ìè÷åñêèõ ñâîéñòâ è èäåíòèôèêàöèÿ áûëè ïðîâåäåíû
ðàíåå (Danilova et al., 2012). Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
øòàììà èñïîëüçîâàëè ñðåäó Â ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (ã/ë):
ãëþêîçà — 20.0, òðèïòîí — 10.0, äðîææåâîé ýêñò-
ðàêò — 5.0, (NH4)2SO4 — 5.0, KH2PO4 — 1.5, MgSO4 �

� 7H2O — 0.5, Ca(NO3)2 � 4H2O — 0.1; ìèêðîýëåìåí-
òû (ìã/ë): MnSO4 � 5H2O — 5.0 èëè MnCl2 � 4H2O —
4.0, ZnSO4� 7H2O — 0.01, FeCl3� 6H2O — 0.005; âîäà
äèñòèëëèðîâàííàÿ, ðÍ 7.0.

Áàêòåðèè Lactobacillus acidophilus 146, L. brevis 5,
L. brevis 78, L. fermentum 34, L. plantarum À 63 and
L. plantarum 30 áûëè âçÿòû èç êîëëåêöèè êàôåäðû
ìèêðîáèîëîãèè áèîëîãè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà ÌÃÓ;
L. casei C1 — èç êîëëåêöèè ÃîñÍÈÈ õëåáîïåêàðíîé
ïðîìûøëåííîñòè. Èõ òàêæå ïîääåðæèâàëè íà ñðåäå Â.
Êóëüòóðû Pfr-4 è ëàêòîáàöèëë âûðàùèâàëè ïðè 30 °Ñ â
âûñîêîì ñëîå ñðåäû ïðè ñâîáîäíîì äîñòóïå âîçäóõà
(Pfr-4 â òå÷åíèå 4 ñóòîê, ëàêòîáàöèëëû â òå÷åíèå 3 ñó-
òîê). Åæåäíåâíî ðÍ äîâîäèëè äî íåéòðàëüíîãî çíà÷åíèÿ
ñ ïîìîùüþ ñòåðèëüíîãî 10%-ãî ðàñòâîðà NaHCO3.
Ïðîáèðêè ñ êóëüòóðàìè õðàíèëè ïðè 6 °C.

Â êà÷åñòâå òåñò-êóëüòóð ãðèáîâ èç êîëëåêöèé êà-
ôåäð ìèêîëîãèè è àëüãîëîãèè è áèîëîãèè ïî÷â ÌÃÓ
áûëè âçÿòû øòàììû Aspergillus fumigatus 102, A. och-
raceus 121, Debaryomyces hansenii 4K, Geotrichum can-
didum 5K, Penicillium chrysogenum 2K, êîòîðûå õðàíè-
ëè íà êîñÿêàõ ñ ñóñëî-àãàðîì (Maltax, Finland) ïðè
6 °C.

Îïðåäåëåíèå àíòèôóíãàëüíîé àêòèâíîñòè áàê-
òåðèé. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñïîðîâûõ/äðîææåâûõ ñóñïåí-
çèé òåñò-êóëüòóðû ãðèáîâ âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 10 ñó-
òîê â çàâèñèìîñòè îò øòàììà ïðè 28 °C â ïðîáèðêàõ ñî
ñêîøåííîé òâåðäîé ñðåäîé ñ ñóñëî-àãàðîì (ÑÀ, 3 °Á).
Ñóñïåíçèþ äðîææåâûõ êëåòîê èëè ñïîð ñ îòäåëüíûìè
ôðàãìåíòàìè ìèöåëèÿ ïîëó÷àëè ïóòåì ñìûâà ñòåðèëü-
íîé âîäîé ñ ïîâåðõíîñòè êîëîíèé íà ñêîøåííîé òâeð-
äîé ñðåäå è äîâîäèëè ðàçâåäåíèåì âîäîé ïëîòíîñòü
ñóñïåíçèè äî 105 êëåòîê/ìë. Ïîäñ÷åò êîíöåíòðàöèè
êëåòîê/ñïîð îñóùåñòâëÿëè â êàìåðå Ãîðÿåâà èëè íà
îñíîâå èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè ñ
ó÷åòîì ðàçìåðà êëåòîê.

Êóëüòóðàëüíóþ æèäêîñòü (ÊÆ, 0.1—1.0 ìë) èëè
êóëüòóðó Pfr-4 (0.1—1.0 ìë), ñóñïåíçèþ (0.2 ìë) äðîæ-
æåâûõ êëåòîê/ñïîð ãðèáîâ âíîñèëè â ïðîáèðêè
15 � 1.5 ñì ñ æèäêîé ãëþêîçî-äðîææåâîé ìèíåðàëü-

Àíòèôóíãàëüíàÿ àêòèâíîñòü Propionibacterium freudenreichii è ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Lactobacillus 145



íîé ñðåäîé À (0.8 ìë) ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (ã/ë): ãëþ-
êîçà — 30.0, äðîææåâîé ýêñòðàêò — 10.0, NaNO3 —
3.0, KH2PO4 — 0.3, MgSO4� 7H2O — 0.25, KCl — 0.25,
FeSO4 — 0.01, ZnSO4 — 0.04, CuSO4 � 5H2O — 0.005;
âîäà äèñòèëëèðîâàííàÿ, ðÍ 6.0. Â êîíòðîëüíûõ âàðè-
àíòàõ âìåñòî ÊÆ èëè êóëüòóðû Pfr-4 âíîñèëè ñòåðèëü-
íóþ äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
ñïîð èëè äðîææåâûõ êëåòîê ïðè çàñåâå áûëà íå ìåíåå
104 êëåòîê/ìë, ÷òî îáåñïå÷èâàëî õîðîøèé ðîñò ãðè-
áîâ â êîíòðîëå íà 3-è ñóòêè. Èíêóáàöèþ ïðîâîäèëè
â òå÷åíèå 3 ñóòîê ïðè 30 °C íà êà÷àëêå ïðè 160—
200 îá./ìèí. Èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå îöåíèâàëè âèçó-
àëüíî, â òîì ÷èñëå ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà, ïî íàëè-
÷èþ èëè îòñóòñòâèþ àêòèâíîãî ðîñòà ìèöåëèÿ. Ïîäàâ-
ëåíèå ðîñòà äðîææåâûõ òåñò-êóëüòóð èçìåðÿëè ïî èç-
ìåíåíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèé ñ ïîìîùüþ
ñïåêòðîôîòîìåòðà Specol 10 ïðè ë = 540 íì (l = 1.0 ñì).
Ìèíèìèìàëüíûå èíãèáèðóþùèå êîíöåíòðàöèè (ÌÈÊ)
ÊÆ èëè öåëüíîé êóëüòóðû â îòíîøåíèè ãðèáîâ îïðå-
äåëÿëè êàê èõ íàèìåíüøèå êîíöåíòðàöèè (îáùèé %)
â ñðåäå/ïðîäóêòå, äîñòàòî÷íûå äëÿ ïîäàâëåíèÿ ðàçâè-
òèÿ ìèêðîìèöåòîâ è äðîææåé.

Îïðåäåëåíèå àíòèôóíãàëüíîé àêòèâíîñòè ÊÆ 7 øòàì-
ìîâ ðàçëè÷íûõ âèäîâ ðîäà Lactobacillus ïðîâîäèëè
àíàëîãè÷íî îïûòàì ñ Pfr-4, íî äëÿ àíàëèçà âûáðàëè
çíà÷åíèå ðÍ 5.0, ïðè êîòîðîì âñå ãðèáû õîðîøî ðàçâè-
âàëèñü. Äëÿ èñïûòàíèÿ èñïîëüçîâàëè 3-ñóòî÷íûå êóëü-
òóðû. Ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà ãðèáîâ ëàêòîáà-
öèëëàìè è Pfr-4 ïðè ðÍ 5.0 â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì
îïðåäåëÿëè ïî ñíèæåíèþ âåñà âûðîñøèõ ãðèáîâ ïîñëå

ñáîðà èõ áèîìàññû íà ôèëüòðàõ Synpor 2 (Chemapol,
Prague) è âûñóøèâàíèÿ ïðè 55 °C. Ýôôåêòèâíîñòü ðàç-
äåëüíîãî è ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ ÊÆ øòàììîâ L. bre-
vis 78 è Pfr-4 îïðåäåëÿëè ïðè äîáàâëåíèè èõ ñ òåñò-
êóëüòóðàìè ãðèáîâ â êîëè÷åñòâå 10 % îò îáùåãî îáúå-
ìà ñðåäû.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ÊÆ êóëüòóðû ëàêòîáàöèëë è
Pfr-4 öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 6000 g 15 ìèí è ñòåðèëè-
çîâàëè ôèëüòðîâàíèåì (ôèëüòðû Synpor 6, Chemapol,
Prague). Çíà÷åíèå ðÍ äîâîäèëè äî íóæíîãî ïîêàçà-
íèÿ ñ ïîìîùüþ 5 èëè 10%-ãî ðàñòâîðîâ H2SO4 è
10%-ãî ðàñòâîðà NaHCO3.

Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè ëåòó÷èõ æèðíûõ
êèñëîò (ËÆÊ) â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè ìîëî÷íî-
êèñëûõ è ïðîïèîíîâîêèñëûõ áàêòåðèé. ÊÆ Pfr-4
è ëàêòîáàöèëë äëÿ àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ â íèõ ËÆÊ
ïîëó÷àëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì êóëüòóð (ðÍ 2.0) ïðè
28 000 g â òå÷åíèå 20 ìèí. Ñîäåðæàíèå ËÆÊ îïðåäå-
ëÿëè ìåòîäîì ãàçîâîé õðîìàòîãðàôèè ñ ïîìîùüþ àï-
ïàðàòíî-ïðîãðàììèðóåìîãî êîìïëåêñà íà áàçå ãàçî-
âîãî õðîìàòîãðàôà Chrom 4 (×åõèÿ). Èñïîëüçîâàëè
êîëîíêó ðàçìåðîì 1000 � 4 ìì, çàïîëíåííóþ ïîëè-
ýòèëåíãëèêîëü-àäèïàòîì è ñîäåðæàùóþ õðîìîñîðá W.
Ñêîðîñòü ïîòîêà âîäîðîäà â ïëàìåííî-èîíèçàöèîí-
íîì äåòåêòîðå ñîñòàâëÿëà 40 ìë · ìèí–1; òåìïåðà-
òóðà — 240 °C (â èñïàðèòåëå) è 130 °C (â êîëîíêå).
Ãàç-íîñèòåëü (àçîò) ïîäàâàëè â êîëîíêó ïîä äàâëå-
íèåì 70 êÏà. Ðåçóëüòàòû õðîìàòîãðàôèè ðåãèñòðè-
ðîâàëè è îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé
ïðîãðàììû.

146 Å. Ï. Ðûæêîâà, È. Â. Äàíèëîâà, È. Ë. Øàìðàé÷óê è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Àíòèôóíãàëüíîå äåéñòâèå ïðîïèîíîâîé, óêñóñíîé è ìîëî÷íîé êèñëîò íà æèäêîé ñðåäå
ïðè ðÍ 5.0

Òåñò-êóëüòóðà
ÌÈÊ, ìÌ

ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà óêñóñíàÿ êèñëîòà ìîëî÷íàÿ êèñëîòà

Aspergillus fumigatus 102 52 210 > 500
A. ochraceus 121 42 120 > 500
Penicillium chrysogenum 2K 52 120 > 500
Geotrichum candidum 5K 73 350 > 500
Debariomyces hansenii 4K 21 60 > 500

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çíàê «>» óêàçûâàåò, ÷òî ïðè äàííîé êîíöåíòðàöèè ìîëî÷íîé êèñëîòû íåò ïîëíîãî ïîäàâ-
ëåíèÿ ðîñòà ãðèáà.

Ò à á ë è ö à 2

Êîíöåíòðàöèè ïðîïèîíîâîé è óêñóñíîé êèñëîò â ñðåäå êàê ðåçóëüòàò ïðèìåíåíèÿ ÊÆ
Pfr-4 â ìèíèìàëüíûõ èíãèáèðóþùèõ äîçàõ (ÌÈÄ) â îòíîøåíèè ðàçíûõ ãðèáîâ (ðÍ 5.0)

Òåñò-êóëüòóðà ãðèáà ÌÈÄ, îá.% Ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà,
ìÌ

Óêñóñíàÿ êèñëîòà,
ìÌ

Aspergillus fumigatus 102 > 50 > 28.5 > 15.5
A. ochraceus 121 > 50 > 28.5 > 15.5
Penicillium chrysogenum 2K > 30 > 17.1 > 9.3
Geotrichum candidum 5K > 50 > 28.5 > 15.5
Debariomyces hansenii 4K > 40 > 22.5 > 12.4

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çíàê «>» óêàçûâàåò, ÷òî ïðè äàííîé äîçå ÊÆ/êîíöåíòðàöèè êèñëîòû íåò ïîëíîãî ïîäàâëå-
íèÿ ðîñòà ãðèáà.



Îïðåäåëåíèå àíòèôóíãàëüíîãî äåéñòâèÿ ìîëî÷-
íîé, óêñóñíîé è ïðîïèîíîâîé êèñëîò ïðè ðÍ 5.0. Ãî-
òîâèëè ðÿä ðàñòâîðîâ ïðîïèîíîâîé, ìîëî÷íîé è óêñóñ-
íîé êèñëîò â êîíöåíòðàöèÿõ îò 5 äî 500 ìÌ. Äëÿ êàæ-
äîé êîíöåíòðàöèè ðÍ 5.0 áûë äîñòèãíóò äîáàâëåíèåì
ñåðíîé êèñëîòû. Äëÿ îöåíêè èõ äåéñòâèÿ ðàñòâîðû
èñïûòóåìûõ êèñëîò (1.0 ìë) ñìåøèâàëè ñ 0.2 ìë ñóñ-
ïåíçèè òåñò-êóëüòóð ãðèáîâ è 0.8 ìë æèäêîé ñðåäû À.
Â êîíòðîëüíûõ âàðèàíòàõ ðàñòâîð êèñëîòû çàìåíÿ-
ëè íà ñòåðèëüíóþ äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó. Èíêóáà-
öèþ ïðîâîäèëè àíàëîãè÷íî îïûòàì ñ Pfr-4 è îïðåäå-
ëÿëè ÌÈÊ êèñëîò (ìÌ) â ñðåäå ïî îòñóòñòâèþ ðîñòà
ãðèáîâ.

Âñå îïûòû ïðîâåäåíû â 3 íåçàâèñèìûõ ïîâòîð-
íîñòÿõ. Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 1 è 2, ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ìåäèàíó (Me) èç 3—5 èçìåðåíèé ñ îò-
êëîíåíèåì ìåíåå 10 %.

Ðåçóëüòàòû

Àíòèôóíãàëüíàÿ àêòèâíîñòü ìîëî÷íîé, óêñóñíîé
è ïðîïèîíîâîé êèñëîòû ïðè ðÍ 5.0 ñðåäû çíà÷èòåëü-
íî ðàçëè÷àëàñü. Íàèáîëåå ñèëüíûì ïîäàâëÿþùèì
äåéñòâèåì îáëàäàëà ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà (ÌÈÊ 21—
73 ìÌ), çàòåì óêñóñíàÿ êèñëîòà — ÌÈÊ â 3— 5 ðàç
âûøå (òàáë. 1). ÌÈÊ ìîëî÷íîé êèñëîòû â îòíîøåíèè
òåñò-êóëüòóð ãðèáîâ ïðåâûøàë 500 ìÌ. Ïðåäñòàâëåí-
íûå äàííûå ïîäòâåðæäàþò ðàíåå îïèñàííîå âëèÿíèå
óêàçàííûõ îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò ïðè ïîäàâëåíèÿ ðîñòà
ãðèáîâ è ñâèäåòåëüñòâóþò î íàèáîëåå âûðàæåííîì

àíòèôóíãàëüíîì äåéñòâèè èìåííî ïðîïèîíîâîé êèñ-
ëîòû.

Âìåñòå ñ òåì â íàñòîÿùåé ðàáîòå â îòíîøåíèè
òåñò-ìèêðîìèöåòîâ áûëà èñïûòàíà àíòèìèêðîáíàÿ àê-
òèâíîñòü ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
òðàäèöèîííûìè êóëüòóðàìè-êîíñåðâàíòàìè ïèùåâûõ
è ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ ïðîäóêòîâ.

Àíòèôóíãàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÊÆ 7 øòàììîâ áàê-
òåðèé ðîäà Lactobacillus, ïðèíàäëåæàùèõ ê L. acido-
philus, L. casei, L. brevis, L. fermentum è L. plantarum,
ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àëàñü (ðèñ. 1). Ñðåäè èññëåäîâàííûõ
øòàììîâ ìàêñèìàëüíóþ àêòèâíîñòü ïðîÿâèë L. brevis
5, êîòîðûé îáåñïå÷èâàë 55—85%-å èíãèáèðîâàíèå
òåñò-êóëüòóð ãðèáîâ ðàçíûõ âèäîâ â ñðàâíåíèè ñ êîíò-
ðîëåì. Øòàìì L. plantarum 30 îêàçàëñÿ íàèìåíåå àê-
òèâíûì, îí ïîäàâëÿë ðîñò òîëüêî Debariomyces han-
senii (ïðèðîñò áèîìàññû ñíèæàëñÿ íà 30 %). Â öåëîì
íàèáîëåå óñòîé÷èâûì ê äåéñòâèþ êóëüòóðàëüíîé
æèäêîñòè ëàêòîáàöèëë îêàçàëñÿ Geotrichum candidum
(äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ), à ñàìûì ÷óâñòâèòåëüíûì —
Debaryomyces hansenii. Åãî ðîñò èíãèáèðîâàëà ÊÆ
áîëüøèíñòâà øòàììîâ ëàêòîáàöèëë, çà èñêëþ÷åíèåì
Lactobacillus fermentum 34. Ïîëíîñòüþ ðîñò òåñò-êóëü-
òóð ãðèáîâ íå ïîäàâëÿë íè îäèí èç èñïûòàííûõ øòàììîâ
ëàêòîáàöèëë äàæå ïðè äîáàâëåíèè èõ ÊÆ â êîëè÷åñòâå
50 % îò îáùåãî îáúåìà ñðåäû. Ýòî âïîëíå ñîîòâåòñò-
âóåò äàííûì ïî óðîâíþ ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè
ãëàâíîãî àíòèôóíãàëüíîãî àãåíòà — ìîëî÷íîé êèñ-
ëîòû â ÊÆ ýòèõ øòàììîâ ëàêòîáàöèëë (1.0—2.0 %),
÷òî íå ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü ïîëíîãî ïîäàâëåíèÿ ðîñòà
ãðèáîâ.

Àíòèôóíãàëüíàÿ àêòèâíîñòü Propionibacterium freudenreichii è ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Lactobacillus 147

Ðèñ. 1. Ïîäàâëåíèå ðîñòà ãðèáîâ êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòüþ ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé ðîäà Lactobacillus ïðè pH 5.

Âèäû ãðèáîâ îáîçíà÷åíû êàê ñòîëáöû äèàãðàììû (ñëåâà íàïðàâî): Aspergillus fumigatus, A. ochraceus, Penicillium chrysogenum,
Debaryomyces hansenii.



ÊÆ Pfr-4 èíãèáèðîâàëà ðîñò ãðèáîâ â áîëüøåé ñòå-
ïåíè, ÷åì òàêîâàÿ L. brevis 5 (ðèñ. 2). Îäíàêî äëÿ ïîë-
íîãî ïîäàâëåíèÿ ðîñòà Aspergillus fumigatus 102 è Geo-
trichum candidum 5K òðåáîâàëèñü âûñîêèå äîçû ÊÆ
Pfr-4 — áîëåå 50 % (òàáë. 2). ÊÆ Pfr-4 ïîëíîñòüþ èí-
ãèáèðîâàëà ðîñò Penicillium chrysogenum 2K, Debaryo-
myces hansenii 4K è Aspergillus ochraceus 121; ìèíèìàëü-
íàÿ èíãèáèðóþùàÿ äîçà ÊÆ (ÌÈÄ) — 30, 40 è 50 %
ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè òàêèõ äîçàõ âíîñèìîé ÊÆ êîíöåíò-
ðàöèè ïðîïèîíîâîé è óêñóñíîé êèñëîò áûëè íèæå èõ
ÌÈÊ (òàáë. 1). Èíãèáèðóþùèé ýôôåêò äîñòèãàåòñÿ,
ïî-âèäèìîìó, çà ñ÷åò äðóãèõ àíòèôóíãàëüíûõ ñîåäèíå-
íèé. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîïèîíîâîêèñëûå áàêòåðèè îáðà-
çóþò áàêòåðèöèíîïîäîáíûå ïîëèïåïòèäû, îáëàäàþùèå
àíòèôóíãàëüíîé àêòèâíîñòüþ (Ryzhkova et al., 2017).

ÊÆ Lactobacillus brevis 5 è Pfr-4, ââåäåííûå ïî îò-
äåëüíîñòè â êîëè÷åñòâå 20 % îò îáúåìà ñðåäû, ïîäàâ-
ëÿëè ðîñò òåñò-êóëüòóð Aspergillus fumigatus, Penicilli-
um chysogenum è Debaryomyces hansenii íà 60, 40, 75 è
72, 57 è 80 % ñîîòâåòñòâåííî. ÊÆ Lactobacillus brevis 5
è Pfr-4, äîáàâëåííûå ñîâìåñòíî â ñðåäó êóëüòèâèðîâà-
íèÿ òåñò-ãðèáîâ, èíãèáèðîâàëè èõ ðîñò íà 82, 76 è
90 %, ÷òî ïðåâîñõîäèëî òàêîâîå ó øòàììà Pfr-4 è åùå
â áîëüøåé ìåðå ó L. brevis 5 (ðèñ. 2).

Îáñóæäåíèå

Áëàãîäàðÿ ñâîèì ýêçîìåòàáîëèòàì ïðîáèîòè÷å-
ñêèé øòàìì Pfr-4 ïðîÿâëÿåò âûðàæåííóþ àíòèôóí-
ãàëüíóþ àêòèâíîñòü, êîòîðóþ íàáëþäàëè íà ïðèìåðå
ïîäàâëåíèÿ ðîñòà øòàììîâ ïÿòè âèäîâ, — Aspergillus
fumigates, A. ochraceus, Penicillium chrysogenum, Geo-
trichum candidum, Debariomyces hansenii. Àíòèôóí-
ãàëüíàÿ àêòèâíîñòü êóëüòóðàëüíûõ æèäêîñòåé ó ñåìè
øòàììîâ ëàêòîáàöèëë ðàçëè÷àëàñü è áûëà çàìåòíî
íèæå òàêîâîé ó èññëåäóåìîãî øòàììà ïðîïèîíîâîêèñ-
ëîé áàêòåðèè, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàçëè÷èåì â ïîäàâ-
ëåíèè ðîñòà ãðèáîâ ïðîïèîíîâîé, óêñóñíîé è ìîëî÷-
íîé êèñëîò, ñðåäè êîòîðûõ ïðîïèîíîâàÿ êèñëîòà îáëà-

äàåò íàèáîëåå ñèëüíûì àíòèôóíãàëüíûì äåéñòâèåì.
Ýòè äàííûå ïîäòâåðäèëè áîëåå ðàííèå íàáëþäåíèÿ
(Doores, 2005; Lind et al., 2005).

Êóëüòóðàëüíàÿ æèäêîñòü øòàììà Pfr-4 îêàçûâàåò
áîëåå ñèëüíîå èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå íà ãðèáû, ÷åì
ñîäåðæàùèåñÿ â åãî ÊÆ ïðîïèîíîâàÿ è óêñóñíàÿ êèñ-
ëîòû. Ýòî îáúÿñíèìî èñõîäÿ èç ôàêòà îáðàçîâàíèÿ
ïðîïèîíîâûìè áàêòåðèÿìè ìèíîðíûõ ýêçîìåòàáîëè-
òîâ ñ àíòèìèêðîáíûìè ñâîéñòâàìè, íàïðèìåð àëüäåãè-
äîâ óêñóñíîé è ïðîïèîíîâîé êèñëîò, ïåðîêñèäà âîäî-
ðîäà, äèàöåòèëà (Vorobyeva, 1995), 3-ôåíèëìîëî÷íîé
êèñëîòû (Lavermicocca et al., 2003) è äð. Íåäàâíî ìû
äîêàçàëè ñïîñîáíîñòü ýòîãî øòàììà ïðîïèîíîâîêèñ-
ëîé áàêòåðèè âûäåëÿòü â ñðåäó ñîáñòâåííûå ïîëèïåï-
òèäû ìèêîñòàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ, îòëè÷íûå îò òàêî-
âûõ òðèïòîíà ñðåäû (Ryzhkova et al., 2017).

Àíòèôóíãàëüíàÿ àêòèâíîñòü ëàêòîáàöèëë òàêæå
ìîæåò îïðåäåëÿòüñÿ ïîìèìî ìîëî÷íîé êèñëîòû è ñëå-
äîâ óêñóñíîé è ïðîïèîíîâîé êèñëîò øèðîêèì ñïåêò-
ðîì âåùåñòâ (3-ôåíèëìîëî÷íàÿ êèñëîòà, áåíçîéíàÿ
êèñëîòà, ãèäðîêñèëèðîâàííûå æèðíûå êèñëîòû, ðåóòå-
ðèí, äèàöåòèë, äèêåòîïèïåðàçèí, ïåðîêñèä âîäîðîäà),
ñïåêòð êîòîðûõ ìîæåò ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ ó ðàç-
íûõ øòàììîâ (Dalié et al., 2010; Delavenne et al., 2012).
Ñðåäè èññëåäîâàííûõ íàìè ëàêòîáàöèëë íàèáîëåå
ïåðñïåêòèâåí â îòíîøåíèè èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà ãðè-
áîâ øòàìì Lactobacillus brevis 5. Ââåäåíèå ÊÆ ýòîãî
øòàììà è ïðîïèîíîâîêèñëîé áàêòåðèè Pfr-4 â ñîîòíî-
øåíèè 1 : 1 â ñóììàðíîì êîëè÷åñòâå 20 % â ñðåäó äëÿ
âûðàùèâàíèÿ ãðèáîâ âûçûâàëî óñèëåíèå èíãèáèðó-
þùåãî äåéñòâèÿ â ñðàâíåíèè ñ äåéñòâèåì ÊÆ ýòèõ áàê-
òåðèé ðàçäåëüíî. Ýòîò ýôôåêò òðåáóåò äàëüíåéøåãî
èçó÷åíèÿ, èáî óêàçûâàåò íà ñèíåðãèþ â àíòèôóíãàëü-
íîì äåéñòâèè ýêçîìåòàáîëèòîâ ìîëî÷íî- è ïðîïèî-
íîâîêèñëûõ áàêòåðèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ÐÍÔ (ãðàíò
¹ 14-50-00029).
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