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Характеристика ростовой активности молочнокис-
лых бактерий (МКБ) виноделия является одним из 
основных критериев отбора штамма при проведении 
селекционных работ на лабораторном этапе опреде-
ления условий его культивирования и сохранения. В 
работе представлены результаты изучения влияния 
температуры, рН среды культивирования и ее со-
става на ростовую активность штаммов МКБ вино-
делия родов Oenococcus (9 штаммов) и Lactobacillus 
(6 штаммов) с высокой декарбоксилирующей ак-
тивностью. При проведении работ использовали 
методы и подходы, общепринятые при изучении 
микроорганизмов виноделия. Ростовую активность 
штаммов оценивали нефелометрическим методом 
по количеству биомассы, накопленной в процессе 
культивирования штаммов в различных условиях. 
Анализ полученных результатов, представленных 
в статье, позволил рекомендовать оптимальные 
значения рН и температуры для культивирования 
штаммов МКБ виноделия родов Lactobacillus и 
Oenococcus на стандартной среде MRS, а также це-
лесообразность снижения рН среды при помощи 
яблочной кислоты для увеличения скорости размно-
жения клеток. Изучение влияния таких компонентов 
среды, как глюкоза, пептон, Твин-80, гидроортофос-
фат калия, яблочная кислота на ростовую активность 
штаммов МКБ показало, что наиболее значимыми 
факторами, влияющими на их рост, являются глю-
коза и яблочная кислота.. Влияние каждого фактора 
или их совокупности на ростовую активность МКБ 
может избирательно зависеть от культивируемого 
штамма, что подтверждает данные о генетическом 
разнообразии микроорганизмов данной группы и 
необходимости индивидуального подхода к выбору 
условий их культивирования.
Ключевые слова: питательная среда; биомас-
са; рН среды; температура культивирования; 
яблочная кислота.
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The characteristic of the growth activity of lactic acid bacteria (LAB) in 
winemaking is one of the main criteria of selecting a strain during the 
breeding work at the laboratory stage of determining the conditions for its 
cultivation and preservation. The article presents the results of study the 
effect of temperature, pH of the cultivation medium and its composition 
on the growth activity of winemaking LAB strains of the genera Oenococcus 
(9 strains) and Lactobacillus (6 strains) with high decarboxylating activity. 
In the working process we used methods and approaches generally ac-
cepted in the study of microorganisms in winemaking. Growth activity of 
strains was assessed by nephelometric method according to the amount 
of biomass accumulated in the process of cultivation strains under vari-
ous conditions. The analysis of the results, presented in the article, made 
it possible to recommend the optimal pH and temperature values  for the 
cultivation of LAB strains Lactobacillus and Oenococcus on a standard MRS 
medium, as well as the viability of decreasing the pH of the medium using 
malic acid to increase the speed of cell reproduction. Study of the influence 
of such environmental components as glucose, peptone, Tween-80, dipotas-
sium hydrogenphosphate, malic acid on the growth activity of LAB strains 
showed that the most significant factors affecting growth are glucose and 
malic acid. Influence of each factor or their combination on the growth 
activity of LAB can selectively depend on the cultivated strain, confirming 
data of microorganism genetic diversity of the group and the necessity of 
an individual approach to the selection of cultivation conditions. 
Key words: nutriculture medium; biomass; pH of the medium; 
cultivation temperature; malic acid.
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Введение. Организация любого микро-
биологического процесса, направлен-
ного на отбор штаммов с практически 

важными свойствами, начинается с изучения 
физиологии продуцента. Основой изучения 

характера питания продуцента и влияния внешних факто-
ров на состояние клеток является оптимизация процесса 
культивирования микроорганизмов в контролируемых и 
управляемых условиях. В современном виноделии особая 
роль отводится проведению индуцированного яблочно-мо-
лочного брожения (ЯМБ) с применением чистых культур 
молочнокислых бактерий (МКБ), принадлежащих к родам 
Oenococcus и Lactobacillus [1-3]. Надежность проведения тако-
го процесса напрямую зависит от применяемых штаммов с 
высокой декарбоксилирующей активностью. Также одним 
из основных требований, предъявляемых к промышленным 
штаммам МКБ – кислотопонижателям, является их высокая 
физиологическая активность на этапе проведения ЯМБ, на-
чало которого отмечается при численности популяции мо-
лочнокислых бактерий 106-108 клеток/см3 [4-6]. Очевидно, 
что ростовые характеристики играют одну из центральных 
ролей в определении места и роли МКБ в естественной среде 
обитания и определяют стратегию регулирования промыш-
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ленных процессов с их участием.
Характеристика ростовой активности МКБ вино-

делия является одним из основных критериев отбора 
штамма при проведении селекционных работ на ла-
бораторном этапе определения условий его культи-
вирования и сохранения. При этом среди наиболее 
важных внешних факторов, которые могут оказывать 
существенное влияние на скорость роста клеток и 
процессов ферментации, общепринято считать тем-
пературу культивирования и рН среды культивиро-
вания. Получение активных накопительных культур 
МКБ с большой биомассой также во многом зависит 
от правильного выбора питательной среды культи-
вирования с учетом специфических требований этих 
медленно растущих микроорганизмов к питательным 
веществам.

Цель исследований – изучение влияния темпера-
туры, рН среды культивирования и ее состава на ро-
стовую активность (накопление биомассы) штаммов 
МКБ с высокой декарбоксилирующей активностью.

Объекты и методы исследований. В опытах исполь-
зовали природные штаммы молочнокислых бактерий 
родов Oenococcus и Lactobacillus из рабочей коллекции 
отдела микробиологии ФГБУН «ВННИИВиВ «Мага-
рач» РАН» [7], обладающих высокой декарбоксили-

рующей активностью [8]. При отборе штаммов рода 
Lactobacillus предпочтение отдавали гомофермента-
тивным палочкам. Характеристика штаммов МКБ 
представлена в таблице.

В качестве сред культивирования использовали 
жидкую не селективную синтетическую среду MRS 
[9] и опытную среду следующего состава (г/дм3): глю-
коза – 20, пептон – 10, Твин 80 – 1,0, гидроортофосфат 
калия (K2HPO4) – 2,0.

Исследования проводили с 24-часовыми (Lacto-
bacillus) и 48-72-часовыми культурами (Oenococcus), 
предварительно пересеянными не менее 3 раз на среду 
MRS (рН 4,5, корректировка HСl). Посевы инкубиро-
вали при температуре 26±0,5°С, перемешивая 3 раза в 
сутки. Накопительные культуры брали в работу при 
достижении оптической плотности клеточной суспен-
зии 0,9-1,0 при длине волны 590, что соответствует 
108–109 клеток/см3 среды. Засевной материал вносили 
в количестве 2 % по объему.

Накопление биомассы штаммами оценивали не-
фелометрическим методом. Количественно накоплен-
ную биомассу определяли по калибровочным кривым 
зависимости оптической плотности бактериальной 
суспензии от сухого веса (с.в.) клеток, построенных 
для палочковидной и кокковой форм бактерий [8].

№ 
штам-
ма

Морфологическая характеристика
% потребления 
L-яблочной 
кислоты через 
4 и 20 ч

Образова-
ние газа из 
глюкозы

Источник 
выделения

Род Oenococcus
К.1 кокки сферической формы, размер 0,5 мкм, образуют пары и цепочки 

по 4–8 клеток, хлопьевидные скопления клеток 55,0/82,5 + виноградное сусло

К.3 кокки сферической и яйцевидной форм, размер 0,6 мкм, образуют 
длинные цепочки 63,8/91,3 + виноградное сусло

К.4 кокки сферической формы, размер 0,5 мкм, образуют в основном пары 75,0/95,0 + виноматериал 
К.6 кокки сферической формы, размер 0,5 мкм, образуют в основном в 

пары, встречаются цепочки по 4–8 клеток 67,5/87,5 + виноматериал

К.17 кокки сферической и яйцевидной формы, размер 0,6 мкм, образуют 
длинные цепочки 67,5/87,5 + виноградное сусло

К.19 кокки сферической формы, размер 0,5 мкм, образуют в основном в 
пары, встречаются цепочки по 4–8 клеток 67,5/91,3 + виноматериал

К.21 кокки сферической и яйцевидной формы, размер 0,6 мкм, образуют 
пары, встречаются цепочки по 4–8 клеток 52,5/91,3 + виноматериал

К.25 кокки сферические, размер 0,6 мкм, образуют пары, цепочки по 
4–8–12 клеток 47,5/83,8 + виноградное сусло

К.48 кокки сферические, размер 0,5 мкм, образуют в основном пары, встре-
чаются цепочки по 4 клетки 47,5/87,5 + виноградное сусло

Род Lactobacillus

П.4 палочки, размер 0,5x1,9 мкм, образуют пары и короткие цепочки по 
4–8 клеток, встречаются длинные нитевидные 63,8/87,5 – виноградное сусло

П.10 палочки, размер 0,8x1,3 мкм, образуют пары и короткие цепочки 4–6 
клеток 78,8/78,8 – виноградное сусло

П.14 палочки, размер 0,5x0,8 мкм, образуют пары и короткие цепочки по 4 
клетки 47,5/87,5 – виноградное сусло

П.37 палочки, размер 0,7x2,6 мкм, образуют пары и цепочки по 4 клетки 63,8/87,5 + виноградное сусло
П.45 палочки, размер 0,5x1,9 мкм, образуют пары и короткие цепочки по 

4–8 клеток, встречаются длинные нитевидные 63,8/78,8 – виноматериал
П.46 палочки, размер 0,7x2,2 мкм, образуют пары и цепочки по 4–8 клеток 71,3/78,8 – виноматериал
Примечание: «+»– наличие признака (гетероферментативный характер брожения); «−»– отсутствие признака (гомоферментатив-

ный характер брожения)

Таблица. Характеристика природных штаммов МКБ
Table. Characteristics of natural LAB strains
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При исследовании влияния рН среды на ростовую 
активность штаммов культивирование проводили на 
жидкой среде MRS при рН 6,6 (исходное значение 
стандартной среды) и 4,5. Корректировку рН среды 
до значения 4,5 проводили соляной кислотой (HCl) 
в соответствии с ГОСТ ISO 11133 или добавлением 
синтетической DL-яблочной кислоты (Sigma-Aldrich). 
Посевы инкубировали при температуре 26±0,5 °С.

При исследовании влияния температуры на ро-
стовую активность штаммов культивирование прово-
дили на жидкой среде MRS при рН 4,5 (корректиров-
ка HCl) при температурах в диапазоне 20 – 30 оС.

Влияние состава среды культивирования на рост 
МКБ изучали методом математического планирова-
ния эксперимента по схеме ДФЭ 25-3. При культиви-
ровании штаммов контролем служила опытная пита-
тельная среда. Значение рН среды корректировали до 
4,5 раствором НСl. Для изучения влияния яблочной 
кислоты добавляли ее в среду в количестве 5,0 г/дм3. 
Значимость исследуемых компонентов определяли по 
количеству накопленной биомассы. Степень зависимо-
сти роста культур от эффекта воздействия компонента 
в среде оценивалась по критерию Стьюдента [10].

Все эксперименты проводили в трех повторно-
стях, результаты представлены средними арифметиче-

скими величинами, отклонения от среднего значения 
не превышало 5 %.

Обсуждение результатов. Анализ литературных 
данных о применяемых питательных средах для куль-
тивирования и хранения штаммов МКБ позволил нам 
остановиться на среде MRS (рН 6,6). Ее использова-
ние принято в качестве универсальной культуральной 
среды для поддержания различных МКБ, а также в 
качестве основы для проведения биохимических те-
стов и генетических исследований этой группы ми-
кроорганизмов [11-14]. Большинство МКБ являются 
кислотоустойчивыми, но имеют разные оптимальные 
значения рН [13, 15, 16]. Рекомендуемое значение рН 
большинства культуральных сред для роста МКБ на-
ходится в диапазоне 5,5-6,6 [9, 13, 17, 18]. При этом 
штаммы МКБ, выделенные из вин, могут иметь более 
низкий оптимальный рН роста, в связи с чем неко-
торые авторы рекомендуют использовать среды с на-
чальным рН 4,5 - 4,8 [13, 17, 19, 20].

Культивирование исследуемых штаммов на 
среде MRS показало (рис. 1, 2), что штаммы рода 
Lactobacillus активно размножались как при рН 6,6 так 
и при рН 4,5. Для трех штаммов (П.4, П.10, П.14) при 
рН 4,5 увеличение биомассы составило от 2 до 25 % 
по сравнению с ростом при рН 6,6 в зависимости от 

Рис. 1. Влияние рН среды культивирования на рост штаммов МКБ рода Oenoccocus, 1 – pH 6.6, 2 – pH 4.5 
(доведение соляной кислотой), 3 – pH 4.5 (доведение яблочной кислотой)
Figure 1. The eff ect of pH medium on the growth of Oenoccocus LAB strains, 1– pH 6.6, 2 – pH 4.5 (hydrochloric 
acid adjusting), 3 – pH 4.5 (malic acid adjusting)
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Рис. 2. Влияние рН среды культивирования на рост штаммов МКБ рода Lactobacillus, 1 – pH 6.6, 2 – pH 
4.5 (доведение соляной кислотой), 3 – pH 4.5 (доведение яблочной кислотой)
Figure 2. The eff ect of pH medium on the growth of Lactobacillus LAB strains, 1– pH 6.6, 2 – pH 4.5 (hydrochloric 
acid adjusting), 3 – pH 4.5 (malic acid adjusting)
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штамма. Сравнительная оценка роста при рН 4,5 по-
казала, что наличие яблочной кислоты незначительно 
способствовало усилению клеточного роста (2-5%). 
Для штаммов П.14, П.37, П.46 отмечена сравнительно 
одинаковая динамика роста на всех средах. 

Штаммы рода Oenococcus не размножались при рН 
6,6. Сравнительный анализ роста кокков при рН 4,5 
показал, что для пяти штаммов (К.1, К.3, К.25, К.47, 
К.48) наличие яблочной кислоты в среде способство-
вало увеличению биомассы от 35 до 220 % в зависи-
мости от штамма. Для трех штаммов (К.6, К.17, К.19) 
влияние яблочной кислоты на усиление ростовой ак-
тивности не отмечено.

Полученные данные позволяют рекомендовать 
снижение рН среды MRS до значения 4,5 при культи-
вировании МКБ родов Lactobacillus и Oenococcus, выде-
ленных из винодельческих сред. Также следует отме-
тить целесообразность снижения рН среды при помо-
щи яблочной кислоты как стимулирующего фактора 
роста. Использование яблочной кислоты для сниже-
ния рН среды культивирования штаммов кислото-
понижателей, вероятно, будет оказывать влияние на 
сохранение активности внутриклеточного фермента 
малатдекарбоксилазы, которая по данным С. Лафон-
Лафуркад может зависеть от штамма и используемого 
способа подготовки стартовой культуры [21].

Выбор оптимальной температуры для культивиро-
вания штаммов МКБ в лабораторных условиях прово-
дили в диапазоне температур от 20 до 30оС. Данный 
диапазон считается оптимальным для получения на-
копительных культур МКБ, выделенных из вина [4, 
22, 23]. При введении штамма в культуру в основном 
проводят культивирование при температуре 30оС [20, 
24-27], в то же время для штаммов рода Oenococcus не-
редко используют температуру 25-26оС [1, 28-30]. 
Оценка ростовой активности штаммов при темпе-
ратурах 20-30 оС показала, что при 26-30 оС все они 

характеризовались сравнительно близкими кривыми 
роста, короткой лаг-фазой и большей скоростью на-
копления биомассы по сравнению с культивировани-
ем при более низких температурах. В данном диапа-
зоне температур односуточные культуры МКБ рода 
Lactobacillus накапливали биомассу в пределах от 2,0 
до 4,0 мг (сухой вес)/см3, трехсуточные культуры рода 
Oenococcus – от 0,1 до 0,6 мг (сухой вес)/см3. На основа-
нии полученных данных за оптимальную температуру 
культивирования лабораторных штаммов нами была 
выбрана температура 26 оС, поскольку при сравни-
тельно одинаковой динамике роста повышение тем-
пературы может влиять на уменьшение числа живых 
клеток в накопительной культуре.

Исследование влияния состава среды культиви-
рования на накопление штаммами МКБ клеточной 
биомассы является важным этапом при выборе ус-
ловий сохранении его жизнеспособности. Известно, 
что поддержание штаммов МКБ может быть доволь-
но сложным, так как они являются избирательными 
микроорганизмами по отношению к питательным ве-
ществам и могут легко терять свою активность и про-
изводственно-ценные свойства. По данным анализа 
состава питательных сред для культивирования МКБ, 
описанных в литературе, нами была приготовлена ба-
зовая среда, состоящая из четырех компонентов (фак-
торов роста), присутствующих в большинстве синте-
тических сред – глюкозы, пептона, Твина-80, К2HPO4 
[9, 13, 18, 19, 31]. Учитывая высокую вероятность 
яблочной кислоты влиять на физиологическую актив-
ность МКБ, мы так же ввели ее в состав среды. Всего 
было поставлено по 9 вариантов эксперимента для 
6 штаммов – 3 штамма Lactobacillus (П.10, П.14, П.37) 
и 3 штамма Leuconostoc (К.1, К.6, К.48).

Анализ полученных данных (рис. 3, 4) показал, 
что отсутствие в опытной среде глюкозы оказывало 
сильное ингибирующее влияние на рост штаммов 

Рис. 3 Накопление биомассы МКБ рода Lactobacillus при изменении состава среды: 1) сплошная горизонтальная 
линия – накопление биомассы штаммом на опытной среде (доведение рН до 4.5 яблочной кислотой); пунктирная 
горизонтальная линия – накопление биомассы штаммом на полной среде (доведение рН до 4.5 соляной 
кислотой); 2) 1, 2 – в среде отсутствует пептон, 3, 4 – в среде отсутствует глюкоза, 5, 6 – в среде отсутствует 
К2HPO4, 7, 8 – в среде отсутствует Твин-80; 3) рН для позиций 1, 3, 5, 7 доводился соляной кислотой, для позиций 
2, 4, 6, 8 – яблочной кислотой
Figure 3. Accumulation of Lactobacillus LAB biomass when the composition of the medium changes: 1) solid horizontal 
line –biomass accumulation with strain in experimental medium (adjusting the pH to 4.5 with malic acid); the dashed 
horizontal line - biomass accumulation with strain in complete medium (adjusting the pH to 4.5 with hydrochloric acid); 
2) 1, 2 no peptone in the medium, 3, 4 – no glucose in the medium, 5, 6 no К2HPO4 in the medium, 7, 8 No Tween-80 in 
the medium; 3) рН for positions 1, 3, 5, 7 was adjusted with hydrochloric acid, for positions 2, 4, 6, 8 – with malic acid
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МКБ, особенно это влияние отмечено для МКБ па-
лочковидной формы. Снижение ростовой активности 
наблюдали у бацилл – до 90 %, у кокков до 30-50 %. 
Внесение яблочной кислоты способствовало стимули-
рованию роста всех штаммов.

Отсутствие пептона не оказывало значительного 
влияния на рост штаммов МКБ. Внесение яблочной 
кислоты в отсутствии пептона способствовало замед-
лению роста бацилл и стимулировало рост кокков.

Отсутствие Твина-80 в среде являлось значимым 
для штаммов кокковой формы и влияло на замедление 
их роста; для штаммов палочковидной формы данный 
фактор может быть значимым для отдельного штам-
ма, стимулируя его рост. Внесение яблочной кислоты 
в отсутствии Твина-80 не оказывало существенного 
влияния на изменение роста бацилл, но стимулирова-
ло рост кокков.

Отсутствие К2HPO4 явилось незначимым для двух 
штаммов бацилл и одного штамма кокков, для осталь-
ных штаммов – рост усиливался. Внесение яблочной 
кислоты в отсутствие К2HPO4 стимулировало рост ис-
следуемых штаммов МКБ.

Выводы. Проведенное исследование показало, что 
наиболее значимыми факторами роста для природ-
ных штаммов МКБ являются глюкоза и яблочная кис-
лота. Внесение в культуральную среду яблочной кис-
лоты явилось важным стимулирующим фактором для 
их размножения, что может служить тестом предвари-
тельной оценки их кислотопонижающей активности. 
Влияние каждого фактора или их совокупности на 
ростовую активность МКБ может избирательно за-
висеть от культивируемого штамма, что подтверждает 
данные о генетическом разнообразии микроорганиз-
мов данной группы и необходимости индивидуально-
го подхода к выбору условий их культивирования.
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