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БАКТЕРИЙ РОДА LACTOCOCCUS

Бирюк Е.Н., Фурик Н.Н., Асташонок М.М.
РУП «Институт мясо-молочной промышленности»
г. Минск, Республика Беларусь

В настоящее время при составлении консорциумов из штаммов мо-
лочнокислых бактерий для создания бактериальных заквасок и концен-
тратов используются биохимические, микробиологические и органолеп-
тические методы оценки. Побочным результатом такого подхода стано-
вится высокая степень генетического родства культур в заквасочном кон-
сорциуме, что может быть причиной периодически возникающих техно-
логических проблем, прежде всего таких, как нарушение ферментации из-
за поражения новыми высоко вирулентными формами бактериофагов и
впоследствии недостаточное кислотообразование и ухудшение органо-
лептических свойств ферментированных молочных продуктов. В связи с
этим в процессе поиска новых заквасочных культур лактококков целесо-
образным представляется использование молекулярного типирования,
позволяющего дифференцировать штаммы по генотипу.

Для выявления внутривидовой генетической гетерогенности при
необходимости анализа большого количества штаммов наиболее часто
применяют амплификацию со случайными праймерами (RAPD) [1],
амплификацию консервативных повторяющихся последовательностей
(Rep-ПЦР) [2, 3] и риботипирование (ITS-ПЦР) [4].

Для создания устойчивых к фагам консорциумов необходимо ис-
пользование штаммов, имеющих низкий уровень внутривидового ге-
нетического родства. Использование таких культур в составе консор-
циумов для бактериальных концентратов стабилизирует их производ-
ственно-ценные свойства (газо-, ароматообразование, кислотообразо-
вание, фагоустойчивость и т.д.), что, в свою очередь, обеспечит гаран-
тированное получение ферментированных продуктов высокого каче-
ства.

В экспериментах использовали 20 коллекционных культур лакто-
кокков, отобранных для апробации методов генетической дифферен-
циации лактококков.
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Для отработки методов внутривидовой генотипической диффе-
ренциации бактерий рода Lactococcus были выбраны три ПЦР методи-
ки: ITS-RFLP, Rep-ПЦР, RAPD.

Выделение ДНК проводили методом лизиса в присутствии
Chelex 100 (хелатирующий агент, который связывает двухвалентные
катионы и таким образом инактивирует нуклеазы).

Кластерный анализ полученных ПЦР-профилей осуществляли с
помощью программы TREECON for Windows (version 1.3b).

При амплификации межгенного 16S–23S спейсера у каждого из
исследуемых штаммов Lactococcus lactis обнаруживался единичный
фрагмент размером около 650 п.о. При обработке данного фрагмента
рестриктазами Taq I и Alu I выявлялись однотипные рестрикционные
профили, что свидетельствует о непригодности метода ITS-RFLP для
внутривидовой генотипической дифференциации лактококков.

При визуальном анализе, полученных в ходе Rep-ПЦР типирова-
ния профилей, было обнаружено 14–25 типов фрагментов. Наиболь-
шее разнообразие фрагментов образовывалось в реакциях с праймером
ERIC2-1.

В ходе типирования RAPD–профилей было выявлено 18 (для
праймера P16) и 23 (для праймера P15) типов фрагментов.

Анализ полученных профилей позволил выделить 4 близкород-
ственные группы штаммов лактококков: 2067M-AD, 17M-AD,
705M-ADG (группа A); 942MA-D, 1335 M-ADG (группа B); 1940 MAD-G,
1945 MAD-G, 1947 MAD-G (группа С); 1265M-A, 454M-A, 973M-A,
1240M-A (группа D).

Таким образом, для внутривидовой генотипической дифференци-
ации бактерий вида Lactococcus lactis наибольшую эффективность по-
казали методы Rep-ПЦР и RAPD-ПЦР. Метод риботипирования (ITS-
RFLP) оказался непригодным для внутривидовой дифференциации
бактерий данного вида.

В результате генетического анализа коллекционные штаммы бак-
терий были разделены на четыре генетически гетерогенные группы.
Для создания заквасочного консорциума рекомендуется использовать
бактерии из разных групп.
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Как показано в [1], в роторно-дековой мельнице имеются три по-
следовательные зоны измельчения: ударная, истирания и калибровоч-
ная (рис. 1). Интерес представляют силы, действующие в зоне истира-
ния и калибровочной.

1 зона – ударная, 2 зона – истирания, 3 зона – калибровочная
Рисунок 1 – Зоны измельчения в роторно-дековой мельнице

На частицу продукта, имеющей массу m, которой ввиду ее мало-
сти можно пренебречь, действуют силы Pn от ротора и деки, сила тре-
ния и окружная сила ротора, проталкивающая частицу в зону истира-
ния (рис. 2, а). Частица будет двигаться, разрушаясь, дальше только в

том случае, если окружная сила tF будет больше суммы сил трения, то

есть  .21 nnt fPfPF  Так как частица зажата между зубьями деки и

ротора, то силы 1nP и 2nP равны, и тогда nt fPF 2 .

Если известен измельчаемый продукт, то сила nP определяется
исходя из прочности материала продукта на сжатие [2], то есть
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