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ИССЛЕДОВАНИЕ БИОХИМИЧЕСКИХ И МОРФОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ  
ШТАММОВ БАКТЕРИЙ РОДА LACTOBACILLUS* 

 
Приведены результаты исследования биохимических и морфологических свойств штаммов бактерий рода 

Lactobacillus bulgaricus. Показана возможность использования дисков с углеводами для определения видовой 
принадлежности изучаемых штаммов болгарской палочки по их способности ферментировать дисахариды. Ис-
следование морфологии выделенных штаммов в фазово-контрастном микроскопе показало, что культура пред-
ставлена грамположительными палочками, собранными в пары или расположенными поодиночке. Подобран 
оптимальный качественный и количественный состав селективных питательных сред для культивирования мо-
лочнокислых бактерий. При исследовании сахаролитических свойств штаммов болгарской палочки было уста-
новлено, что бактерии в полной мере ферментируют лактозу, а некоторые из штаммов способны усваивать са-
харозу, мальтозу, маннозу. 

Штаммы, молочнокислые бактерии L. delbrueckii subsp. bulgaricus, биохимическая идентификация, морфо-
логические свойства, культивирование, питательная среда. 
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Введение 
В настоящее время вопрос изучения таксономии 

и биохимических свойств лактобацилл является ак-
туальным. Созданы классификации этих микроорга-
низмов, основанные на различных признаках, и ме-
тодики для их идентификации на основе биохими-
ческих признаков. Тем не менее развитие биотехно-
логии и промышленной микробиологии требует 
разработки удобной и быстрой методики для инди-
кации и идентификации лактобацилл. 

Для идентификации молочнокислых бактерий 
изучают их морфологические, культуральные и фи-
зиолого-биохимические свойства штаммов. Пер-
спективно также использование серологического 
метода, позволяющего с довольно высокой досто-
верностью определить видовую принадлежность 
молочнокислых бактерий. Обычно этот метод при-
меняют как дополнительный. Основной же подбор 
штаммов по производственно-ценным показателям 
ведется на основании биохимических и физиологи-
ческих исследований [6, 8]. 

Для успешного культивирования того или иного 
микроорганизма питательные среды по своим свой-
ствам должны быть приближены к естественным ус-
ловиям его обитания. Для культивирования бактерий 
рода Lactobacillus используются среды, богатые пи-
тательными веществами (дрожжевой экстракт, гид-
ролизат обезжиренного молока, пептон, твин-80), 
различными солями, в том числе ацетатом натрия и 
др., и имеющие низкий уровень рН (4,5–6,2). 

Бактерии рода Lactobacillus относятся к микро-
организмам, имеющим сложные питательные по-
требности. Для их активного развития требуется на-
личие веществ, необходимых для построения бакте- 

риальной клетки (нуклеиновых кислот, полисаха-
ридов, аминосахаров и т.д.) [6]. Так, для роста 
большинства молочнокислых палочек необходи-
мы органические формы азота, которые они сами 
не синтезируют. Многим видам лактобацилл для 
развития необходимы витамины. Этим объясня-
ется значительное влияние на их рост добавок к 
питательной среде различных экстрактов (напри-
мер, дрожжевого, кукурузного), а также других 
соединений. Результаты исследований свидетель-
ствуют, что для роста болгарской палочки требу-
ется никотиновая кислота (В5), пантотенат (В3) и 
рибофлавин (В2) [2, 3]. Присутствие в среде мик-
ромагния и марганца также существенно влияет 
на развитие болгарской палочки. Марганец пре-
пятствует автолизу клеток и необходим для нор-
мальных процессов жирового обмена. Наличие 
солей железа в питательной среде оказывает бла-
гоприятное действие на рост культур болгарской 
палочки, причем установлено, что они практиче-
ски не растут при отсутствии марганца и/или же-
леза [6]. Таким образом, питательная среда долж-
на удовлетворять потребности Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus в источниках энер-
гии, содержать компоненты, необходимые для 
конструктивного метаболизма [4]. 

Традиционно молочнокислые микроорганиз-
мы культивируются и поддерживаются в сте-
рильном молоке, однако при создании техноло-
гии сухого бактериального концентрата исполь-
зование стерильного молока как среды культиви-
рования неприемлемо с технологической точки 
зрения. Из многочисленных питательных сред, 
применяемых при культивировании молочнокис-  
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лых микроорганизмов, пригодны сбалансированные 
по азотному, углеводному и витаминному составам 
среды, которые содержат все необходимые питатель-
ные и стимулирующие вещества, находящиеся в фор-
ме, которая легко усваивается микроорганизмами. 

В качестве источника азота большинство молоч-
нокислых микроорганизмов используют его органи-
ческие формы. При недостатке органического азота 
лактобактерии для синтеза ряда органических со-
единений могут использовать минеральные соеди-
нения азота. Рост некоторых молочнокислых бакте-
рий в сложных по составу питательных средах сти-
мулируют аммонийные соли. Для нормального рос-
та и развития L. delbrueckii subsp. bulgaricus необхо-
дима среда со сложными органическими формами 
азота, которые являются источниками пептидов, по-
скольку они стимулируют рост клеток более эффек-
тивно, чем свободные аминокислоты. Пептиды по-
ставляют аминокислоты клетке в легкоусвояемой и 
при этом защищенной от разрушения форме [5]. 

Из специальных питательных сред наиболее ши-
рокое распространение получила среда МРС. Среда 
богата питательными веществами и ростовыми фак-
торами; содержит дрожжевой и мясной экстракты, 
глюкозу, пептон, ацетат натрия, цитрат аммония и 
твин-80 – источник жирных кислот, необходимых 
для метаболизма лактобактерий. Кислотность среды 
6,2–6,4. Среда МРС может применяться как для ра-
боты с пробиотическими лактобациллами, так и для 
выделения этих микроорганизмов из продуктов пи-
тания и природных биотопов [7]. 

При выделении лактобацилл из внешней среды, 
молочных продуктов и других источников возника-
ет необходимость дифференциации их друг от друга 
и других бактерий. Для решения подобных задач 
созданы селективные среды, основной особенно-
стью которых был низкий уровень рН (<5,4) и высо-
кая концентрация ионов ацетата, который является 
ингибитором многих микроорганизмов. 

 
Материалы и методы исследований 
Для выращивания культур бактерий рода Lacto-

bacillus использовали модифицированные питатель-
ные среды МРС: полужидкую, содержащую 0,15 % 
агара (МРС-2), и плотную, содержащую 2 % агара 
(МРС-4). Состав питательной среды МРС, г/л: пеп-
тон – 10,0; дрожжевой экстракт – 20,0; глюкоза – 
20,0; твин-80 – 1,0; дикалия гидрофосфат – 2,0; на-
трия ацетат – 5,0; триаммония цитрат – 2,0; магния 
сульфат – 0,2; марганца сульфат (MnSO4·4H2O) – 
0,05; мясная вода – до 1 л; рН 6,20,1 [7]. 

Определение принадлежности выделенных бак-
терий к роду Lactobacillus проводили по ГОСТ 
10444.11-89 «Продукты пищевые. Методы обнару-
жения молочнокислых микроорганизмов» по отно-
шению к окраске по Граму, подвижности, наличию 
каталазы. К бактериям рода Lactobacillus относили 
микроаэрофильные, грамположительные, палочко-
видные, неподвижные, неспорообразующие, не об-
ладающие каталазой микроорганизмы. 

Микроскопирование препаратов культур бактерий 
проводили, используя микроскоп фирмы Rathenow [1]. 

Определение ферментации углеводов проводили 
с использованием дисков с углеводами и бульона с 
бромкрезоловым пурпурным производства HiMedia 
Laboratories Pvt. Limited, Индия. Бульон с бромкре-
золовым пурпурным разливали по 5 мл в пробирки с 
поплавками и стерилизовали автоклавированием 
при 1,1 атм. в течение 10 мин. 

Лиофильно высушенные штаммы разводили в    
1 мл стерильного физиологического раствора и 0,1–
0,15 мл высевали на жидкую среду МРС-2. Инкуба-
цию проводили двое суток при 37 оС. Затем выпол-
няли разведения от 10-1 до 10-8 в стерильном физио-
логическом растворе и высевали на чашки с плотной 
средой МРС-4. Рассев выполняли с каждого разве-
дения. Инкубировали в течение 2–3 суток при 37 оС 
в анаэробных условиях с использованием анаэро-
статов и газогенерирующих пакетов GasPack (BD 
BBL, США). Изолированные колонии, типичные 
для лактобацилл, пересевали на полужидкую среду 
МРС-2. Через двое суток инкубации из всех проби-
рок выполняли контрольные мазки, после чего куль-
туры использовали для постановки пестрого ряда. 

В состав пестрого ряда входили 14 субстратов 
(сахаров и многоатомных спиртов): арабиноза, цел-
лобиоза, галактоза, лактоза, мальтоза, маннит, ман-
ноза, мелибиоза, раффиноза, салицин, сахароза, тре-
галоза, ксилоза, сорбит. 

Бульон с бромкрезоловым пурпурным засевали 
двумя каплями 48-часовой культуры со среды МРС-2 
с последующим встряхиванием пробирки для луч-
шего размешивания. 

После посева испытуемого микроорганизма в ка-
ждую пробирку асептически помещали по одному 
диску с соответствующим углеводом. Посевы инку-
бировали в течение 18–48 часов при 35–37 оС. Резуль-
таты учитывали через 18 и 48 часов. При выращива-
нии на бульоне с бромкрезоловым пурпурным обра-
зующаяся кислота способствует окрашиванию среды 
в желтый цвет, а газ скапливается в поплавке [10]. 

 
Результаты и их обсуждение 
Изучение биохимических свойств лактобацилл, в 

частности способности ферментировать углеводы, 
является основой для видовой идентификации этих 
бактерий. В работе использовали пять штаммов бак-
терий рода Lactobacillus, предоставленных ФГУП 
ГосНИИ «Генетика» (Москва): L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus ВКПМ В-3141, L. delbrueckii subsp. bulga-
ricus ВКПМ В-6543, L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
ВКПМ В-3964, L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
ВКПМ В-6515, L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
ВКПМ В-6516. Необходимо отметить, что первич-
ное установление способности ферментировать са-
хара, многоатомные спирты и гидролизовать глюко-
зиды и видовая идентификация этих микроорганиз-
мов были проведены в 1990 году при их выделении 
с использованием доступных и актуальных на тот 
момент тест-систем и питательных основ. Нашей 
задачей является расширенное изучение биохимиче-
ских свойств этих штаммов с использованием ком-
мерческих стандартизированных тест-систем фирмы 
HiMedia. 
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На первом этапе проводили изучение культу-
рально-морфологических признаков исследуемых 
штаммов L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Выращива-
ние предварительно разведенных в 1 мл стерильного 
физиологического раствора лиофильно высушенных 
штаммов проводили в модифицированных пита-
тельных средах МРС: полужидкой, содержащей  
0,15 % агара (МРС-2), и плотной, содержащей 2 % 
агара (МРС-4). Идентификацию бактерий проводи-
ли согласно ГОСТ 10444.11-89 [1]. 

Приготовление клеточных препаратов штаммов 
молочнокислых термофильных бактерий разного 
происхождения с последующим их микроскопиро-
ванием показало, что все выделенные штаммы из 
различных источников являются грамположитель-
ными палочками, одиночными либо расположенны-
ми цепочками (табл. 1). 

Следующим этапом работы явилось исследова-
ние биохимических признаков штаммов, а именно 
сахаролитических свойств. 

Микроорганизмы вида Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus относятся к группе гомофермента-
тивных лактобацилл [9]. Метаболизм сахаров у 
штаммов бактерий этой группы происходит по гли-
колитическому пути Эмбдена-Мейергофа-Парнаса. 
Гомоферментативные лактобациллы, как правило, 
не способны сбраживать пентозы, что подтверждено 
нашими исследованиями (табл. 2). 

Классическая микробиологическая схема иден-
тификации этих видов основана на изучении метабо-
лизма сахаров и представляет собой «пестрый ряд», 
состоящий из 14 субстратов. В результате работы 
нами был изучен спектр утилизируемых субстратов: 
углеводов, в том числе олигосахарид раффиноза, ме-
таболизм которого вновь выделенными штаммами 

не был изучен ранее, многоатомных спиртов (сорбит, 
маннит) и глюкозидов (салицин, эскулин). 

Из табл. 2 видно, что гомоферментативные лак-
тобациллы вида Lactobacillus delbrueckii subsp. bul-
garicus не способны сбраживать пентозы, так как 
ферментация происходит по гликолитическому пути. 

 
Таблица 1  

 
Культурально-морфологические признаки  

штаммов лактобацилл 
 

 
Название штамма 

Культурально-
морфологические  
признаки штамма 

L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus ВКПМ  
В-3141 

Длинные палочки, на MRS-
агаре образует кремовые по-
лупрозрачные матовые коло-
нии неправильной формы 1–2 
мм в диаметре 

L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus ВКПМ  
В-6545 

Грамположительные палочки, 
расположены отдельно и в 
цепочках. Образует на MRS-
агаре гладкие колонии 

L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus ВКПМ  
В-3964 

Грамположительные непод-
вижные палочки, располага-
ются поодиночке и цепочка-
ми. Образует матовые коло-
нии величиной 2–3 мм в диа-
метре 

L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus ВКПМ  
В-6515 

Грамположительные палочки. 
Образует гладкие колонии 
неправильной формы 1–2 мм 
в диаметре 

L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus ВКПМ  
В-6516 

Грамположительные палочки. 
Образует гладкие колонии 

 
 

Таблица 2  
 

 Способность вновь выделенных штаммов L. delbrueckii subsp. bulgaricus к ферментации сахаров,  
многоатомных спиртов и гидролизу глюкозидов 

 
Вид Номер 

штам-
ма 

Цел
ло-
би-
оза 

Га-
лак-
тоза 

Лак-
тоза 

Ма-
ль-
тоза 

Ман-
нит 

Ман-
ноза 

Ме-
ли-
био-

за 

Раф-
фи- 
ноза 

Са-
ли-
цин 

Са-
ха-

роза 

Тре-
га-

лоза 

Ара-
би-
ноза 

Сор-
бит 

Кси-
лоза 

Эс-
ку-
лин 

L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus 

ВКПМ  
В-3141 – – + + – – – – – + – – – – – 

L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus 

ВКПМ  
В-6545 – – + – – – – – – – – – – – – 

L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus 

ВКПМ  
В-3964 – – + – – – – – – – – – – – – 

L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus 

ВКПМ  
В-6515 – – + – – + – – – – – – – – – 

L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus 

ВКПМ  
В-6516 – – + + – + – – – – – – – – – 

 
Практический и научный интерес представляет 

изучение способности лактобацилл к утилизации 
раффинозы. Этот углевод относится к группе фос-
фоолигосахаридов (ФОС), используется в составе 
пробиотических препаратов в качестве пребиотиче-
ского компонента. Способность к утилизации этого 
олигосахарида зависит от наличия или отсутствия 
специфических гликозилгидролаз. Утилизации раф-

финозы у штаммов бактерий вида Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus не наблюдалось. Из табл. 2 
видно, что все исследуемые штаммы лактобактерий 
хорошо ферментируют лактозу. Один штамм Lacto-
bacillus bulgaricus ферментирует сахарозу, два 
штамма ферментируют мальтозу, остальные два 
штамма – маннозу. Таким образом, по своим свой-
ствам изучаемые штаммы неоднородны. Из литера-
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турных данных известно, что наиболее важным ис-
точником энергии для молочнокислых бактерий яв-
ляются моно- и дисахариды: глюкоза, лактоза, саха-
роза, мальтоза. Основным конечным продуктом 
расщепления глюкозы является D(–)-молочная ки-
слота (до 2 %) [9]. 

Анализируя полученные результаты по фермен-
тации штаммов болгарской палочки, можно сделать 
вывод, что подобранный состав питательной среды 
вызывает изменение сахаролитических свойств дан-
ных культур в процессе культивирования, по-
видимому, за счет изменения активной кислотности. 
Однако при культивировании изменение активной 
кислотности идет быстрее, т.е. среда в большей мере 
обеспечивает развитие исследуемых культур. Сле-
дует также отметить, что при достижении опреде-
ленного значения рН скорость ферментации отдель-
ных штаммов значительно уменьшается, что свиде-

тельствует о торможении развития культур, которое 
может быть вызвано как недостатком нутриентов в 
среде, так и ингибированием продуктами метабо-
лизма, в частности избытком молочной кислоты. 

Исследованы морфологические и сахаролитиче-
ские свойства штаммов L. delbrueckii subsp. bulgari-
cus. Исследование морфологии выделенных штам-
мов в фазово-контрастном микроскопе показало, что 
культура представлена грамположительными па-
лочками, собранными в пары или расположенными 
поодиночке. При исследовании сахаролитических 
свойств штаммов болгарской палочки было уста-
новлено, что бактерии в полной мере ферментируют 
лактозу, а некоторые из штаммов способны усваи-
вать сахарозу, мальтозу, маннозу. В заключение 
можно сказать, что сбраживание углеводов и спир-
тов является важным диагностическим признаком 
молочнокислых палочек. 
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SUMMARY 
 

K.V. Bespomestnykh, A.G. Galstyan, E.V. Korotkaya 
 

Study of biochemical and morphological properties of strains of bacteria genus Lactobacillus 
 

The results of the study of biochemical and morphological properties of strains of bacteria of the genus Lactoba-
cillus bulgaricus are presented. The possibility of using disks with carbohydrates to determine the species of the studied 
strains of the Lactobacillus bulgaricus in their ability to ferment disaccharides is shown. The study of isolated strain 
morphology by means of a phase-contrast microscope has shown that the culture is represented by gram-positive rods 
assembled in pairs or arranged separately. The optimal qualitative and quantitative composition of selective nutrient 
media for lactic acid bacteria culturing has been chosen. Studying the properties of the saccharolytic strains of the Lac-
tobacillus bulgaricus it has been found that bacteria ferment lactose completely, and some strains are able to assimilate 
sucrose, maltose, and mannose. 

Strains, lactic acid bacteria, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, biochemical identification, morphological properties, 
cultivation, growth medium. 
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