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Введение

Молочнокислые бактерии – это вид бактерий, полезных для человеческого организма. В процессе своего питания эти бактерии сбраживают углеводы с помощью молочной кислоты, которую выделяют. Так называемый экстракт кисломолочных бактерий добавляли в молочные продукты издавна, сбраживая их, таким образом, и получая полезные кефир или сметану. Вот и в наше время от использования молочнокислых бактерий сложно отказаться. Их используют в домашних условиях и в промышленном производстве кисломолочных продуктов. С их помощью продукты приобретают улучшенные свойства и хранятся более длительное время.

Молочнокислые бактерии являются грамположительными анаэробами. Это означает, что для окислительных процессов и обмена веществ им не требуется кислород. Молочнокислые бактерии относятся к группе (семейству) Lactobacillaceae, которое включает в себя: подсемейство Lactobacilleae (включает род Lactobacillus); подсемейство Streptococceae (включает роды Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus). 
Целью работы является изучение молочнокислых микроорганизмов, выделенных из йогуртов различных торговых марок (Активия, Epica, Biomax). 

Исходя из цели, были поставлены следующие задачи: 

1. Выделить группу молочнокислых микроорганизмов из исследуемых продуктов.

2. Определить численность микроорганизмов, выделенных на питательной среде.

3. Изучить культуральные и морфологические свойства выделенных микроорганизмов.

ГЛАВА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА КИСЛОМОЛОЧНЫХ ПРОДУКТОВ 

1.1 Классификация кисломолочных продуктов

Кисломолочные продукты - это продукты, вырабатываемые скваши-ванием молока или сливок чистыми культурами молочнокислых бактерий с добавлением или без добавления дрожжей или уксуснокислых бактерий. Некоторые кисломолочные продукты получают в результате только молочно-кислого брожения; при этом образуется достаточно плотный, однородный сгусток с выраженным кисломолочным вкусом. Другие продукты получают в результате смешенного брожения - молочнокислого и спиртового (Крусь, 2004).

Основные кисломолочные продукты в зависимости от применяемых при их производстве заквасочных микроорганизмов могут быть разделены на пять групп, представленных ниже.
I  - продукты, приготовляемые с использованием многокомпонент-ных заквасок (кефир, кумыс);
II - продукты,   приготовляемые   с   использованием   мезофильных
молочнокислых стрептококков (творог, сыр домашний, сметана, просто-кваша обыкновенная);
III  - продукты,   приготовляемые   с   использованием  термофильных
молочнокислых бактерий (йогурт, простокваша Южная, ряженка, варенец);
IV - продукты, приготовляемые с использованием мезофильных и тер- мофильных молочнокислых бактерий (сметана пониженной жирности,
творог, напитки пониженной жирности с плодово-ягодными наполни-телями);
V - продукты, приготовляемые с использованием ацидофильных палочек 

и бифидобактерий (ацидофильное молоко, ацидофилин, бифилин, детские ацидофильные смеси) (Степаненко, 1999).

1.2 Закваски для кисломолочных продуктов

Различают одноштаммовые закваски, состоящие из одного штамма микроорганизма, многоштаммовые – из нескольких штаммов одного вида и смешанные закваски, в состав которых входят многие штаммы разных видов микробов (Степаненко, 1996).

Закваски для кисломолочных продуктов приготовляют с использованием закваски бактериальной сухой или жидкой; бактериального концентрата сухого; штаммов молочнокислых бактерий и дрожжей; кефирных грибков; сухих кефирных грибков. 

Жидкие закваски готовят на стерильном цельном молоке. Молоко стерилизуют в течении 10–15 минут при температуре 121 °С, охлаждают до   37 °С и для проверки на стерильность термостатируют при этой температуре в течении 2-х суток. Перед заквашиванием молоко контролируют микроскопированием окрашенного препарата. При просмотре не менее чем в 10 полях зрения микро-скопа должны отсутствовать вегетативные клетки и споры (Степаненко, 1996).

 После этого в молоко вносят комбинацию культур и выдерживают его при оптимальной температуре развития до образования сгустка. Закваску фасуют в стеклянные флаконы по 20, 50 и 100 см3, флаконы закрывают и маркируют. Жидкие закваски имеют срок годности: 10 суток при 3-8 °С и 5 суток при комнатной температуре хранения. 

Закваска имеет жидкую консистенцию с небольшой крупкой, реже – сметанообразную. Допускается отделение сыворотки. Вкус и запах закваски кисломолочные, характерные для соответствующего вида, освежающие, без посторонних привкусов, запахов. Цвет белый с кремовым оттенком по всей массе. Допускается буроватый оттенок. Кислотность 80-100 °Т (Степаненко, 1996).

При микроскопировании мазков из закваски должны отсутствовать посторонние микроорганизмы.

1.3 Основные представители группы молочнокислых микроорганизмов

Молочнокислые бактерии относятся к семейству Lactobacillaceae. По морфологическим признакам их делят на стрептококки и палочки. Бактерии этого семейства широко распространены в природе: в почве, на растениях, гниющих остатках животного и растительного происхождения, в кишечнике человека и животных, в молочных и мясных продуктах, а в определенных условиях могут вызывать порчу многих пищевых продуктов (Гусев, 1992).

Молочнокислые палочки - это грамположительные палочки среднего размера. Все они гетеротрофны. Некоторые виды могут развиваться в кислой среде при температурах от 15-20 до 38-50 °С (Гусев, 1992).

В молоке и молочных продуктах чаще всего встречают два вида — Lactobacterium plantarum и Lactobacterium casei, бета-бактерии, микробактерии (Королева, 1986).

Lactobacterium plantarum. Палочки разной длины образуют короткие или длинные цепочки. Предельная кислотность в молоке 180 °Т. 

Lactobacterium casei. Палочки разной длины, располагающиеся одиночно или попарно. Предельная кислотность в молоке 80-180 °Т. 

Бета-бактерии (мезофильные гетероферментативные молочнокислые палочки) имеют довольно крупные клетки, часто располагаются попарно. На плотных питательных средах образуют колонии, сходные с колониями термофильных молочнокислых палочек. Развиваются при 15-38 °С. По своим свойствам приближаются к ароматобразующим молочнокислым стрептококкам. При развитии их в молоке образуется низкая кислотность. При этом кроме молочной кислоты выделяются в незначительном количестве летучие кислоты, углекислый газ и этиловый спирт. 

Микробактерии (род Microbacterium) представляют собой мелкие палочки, неправильной формы, аэробы, хорошо растут на поверхности питательных сред и плохо в глубине. Развиваются при 15-35 °С; оптимальная температура роста 30 °С. В молоке образуют молочную кислоту. Микробактерии обнаруживают на посуде, в навозе, молочных продуктах (молоко, масло и др.) (Королева, 1986).

Термофильные молочнокислые палочки - Lactobacterium helveticum, Lactobacterium bulgaricum, Lactobacterium acidophilum, Lactobacterium lactis - имеют вид крупных палочек. Могут располагаться одиночно или цепочками. Поверхностные колонии на плотной питательной среде локонообразные, глубинные — в виде паучков или кусочков ваты. Энергичные кислотообразователи. При оптимальной температуре (40-45 °С) они свертывают молоко за 12 час. Предельная кислотность может достигать 300-350 °Т. Сгусток молока прочный, ровный, вкус чистый, кислый. Сбраживают большинство углеводов. По ферментативным свойствам эти микроорганизмы сходны между собой (Королева, 1986).

Lactobacterium bulgaricum. Крупные палочки с закругленными концами, часто располагаются в виде цепочек. На плотной питательной среде этот микроорганизм формирует волнистые колонии (поверхностные) и в виде кусочков ваты (глубинные). Развивается при 22-53 °С, оптимальная температура развития 40-45 °С. Кислотность молока достигает 200-300 °Т (Королева, 1986).

Lactobacterium acidophilum. Она сходна с Lactobacterium bulgaricum. Образует палочки разной длины (одиночные и в виде цепочек). Поверхностные колонии волнистые, глубинные в виде кусочков ваты или паучков. Растет при 20-48 °С. Оптимальная температура развития 37 °С. Предельная кислотность 200-250 °Т.

Lactobacterium lactis. Длинные клетки, располагающиеся парами, одиночно или в виде длинных цепочек. На плотной питательной среде формирует поверхностные (волнистые) и глубинные (в виде комочков ваты) колонии. Может развиваться при 22-50 °С, оптимальная температура развития 40 °С. Предельная кислотность молока 110-180 °Т (Королева, 1986).

К молочнокислым стрептококкам относят мезофильные стрептококки Streptococcus lactis, Str. cremoris и ароматобразующие Str. diacetilactis, Str. acetoinicus, Str. paracitrovorus (Leuconostoc citrovorum), Str. citrovorus (Leuconostoc citrovorum); термофильные Str. thermophilus; энтерококки (молочнокислые стрептококки кишечного происхождения) Str. liquefaciens, Str. faecalis, Str. zymogenes, Str. faecium, Str. durans, Str. bovis.

Это грамположительные кокки, образующие короткие или длинные цепочки. Неподвижны, спор и капсул не образуют. Они относятся к факультативно-анаэробным микроорганизмам (микроаэрофилам). (Королева, 1986).

ГЛАВА 2. ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
2.1 Объекты исследований

В качестве объектов исследования выбрали три образца йогуртов, пользующихся наибольшем спросом: Активия, Epica, Biomax (рис. 1).
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Рис. 1 Исследуемые образцы
2.2 Методы выделения и изучения молочнокислых микроорганизмов 

Отбор проб кисломолочных продуктов для лабораторных испытаний и исследований

Пробы для микробиологических анализов отбирают в стерильную посуду с помощью стерильных приспособлений.

Отбор проб и перемешивание продукта перед отбором производят отборником, черпаком, ложкой, металлической трубкой, щупом, шпателем или другим соответствующим приспособлением, которые каждый раз перед использованием должны быть простерилизованы фламбированием или в автоклаве.

От продукции, попавшей в выборку после тщательного перемешивания стерильной мутовкой или черпаком, отбирают в стерильную посуду и закрывают стерильной пробкой.

Микробиологические анализы продукта проводят не более чем через 4 ч с момента отбора проб.

Пробы должны храниться и транспортироваться до начала исследования в условиях, обеспечивающих температуру продуктов не выше 6 °С, не допуская подмораживания.

Отобранные пробы перед исследованием перемешивают. Перед посевом готовят десятикратные разведения продукта в стерильной дистиллированной воде или фосфатном буфере. Для приготовления разведений готовят все необходимые стерильные материалы и посуду в соответствии со спецификой анализа исследуемого продукта (ГОСТ 10444.11-2013).

Количественный учет микроорганизмов

О росте микроорганизмов в естественных субстратах или на различных типах питательных сред судят по количеству клеток в единице объема. Данная величина носит название титр клеток. Выбор метода для его определения зависит от цели исследования, свойств питательной среды или субстрата, а также от особенностей роста, морфологии клеток и колоний микроорганизмов (Теппер, 2004). 

Определение количества жизнеспособных клеток путем высева на питательные среды (чашечный метод Коха)

Сущность метода заключается в высеве определенного объема исследуемой суспензии микроорганизмов на агаризованную питательную среду в чашках Петри и в подсчете формирующихся колоний. Следует иметь в виду, что каждая колония – потомство одной жизнеспособной клетки (Нетрусов, 2005).

Для получения изолированных колоний необходимо приготовить ряд последовательных разведений, так как численность микробных популяций обычно достаточно велика. 

Из проб молока, сливок, сметаны, кисломолочных напитков и продуктов, мороженого, масла отбирают стерильной пипеткой 10 см2 и вносят в 90 см2 стерильной дистиллированной воды. Получают разведение 1:10.

Для приготовления каждого разведения берут новую стерильную пипетку. При посеве на чашки Петри посевной материал вносят от большего разведения к меньшему. В этом случае пользуются одной пипеткой (Нетрусов, 2005).

Посев микроорганизмов осуществляется стерильной бактериологической пипеткой. Отбор клеток микроорганизмов производят следующим образом. В правую руку берут пипетку и стерилизуют ее нагреванием в пламени спиртовки. Пробирку с разведением (10-n) берут в левую руку. Не выпуская пипетки, мизинцем и безымянным пальцем правой руки, прижимая пробку к ладони, вынимают ее из пробирки и держат так во время всех дальнейших манипуляций. Края открытой пробирки обжигают в пламени спиртовки и вводят в пробирку стерильную пипетку. Пипетку охлаждают прикосновением к внутренней поверхности стекла пробирки или на свободной от микроорганизмов части среды и после этого захватывают небольшое количество микробной биомассы. Осторожно вынимают пипетку из пробирки, горлышко пробирки вновь обжигают, пробку проводят над пламенем спиртовки и закрывают ею пробирку. Пробирку с суспензией помещают в штатив, извлекают 1 мл и переносят в стерильную чашку Петри. Затем заливают питательной средой Бликфельдта, расплавленной и остуженной до 40 °С. Аккуратными круговыми движениями перемешивают содержимое чашки Петри для ровного распределения в ней содержимого. Оставшиеся на пипетке после пересева клетки микроорганизмов тщательно сжигают в пламени спиртовки.

Посевы термостатируют при 25-30 °C от 2-10 суток (Теппер, 2004).

Высевы на плотную среду проводят, как правило, из трех последних разведений, причем делают два параллельных высева на отдельные чашки. Посев из каждого разведения следует проводить новой стерильной пипеткой. После посева чашки помещают в термостат крышками вниз.

При расчете количества клеток микроорганизмов в 1 мл исходной суспензии суммируют результаты параллельных высевов из одного и того же разведения и определяют среднее количество колоний (Нетрусов, 2005).
Определение культуральных свойств микроорганизмов

В процессе идентификации наряду с другими свойствами у микроорганизмов изучают культуральные признаки - особенности роста на плотных, жидких и полужидких питательных средах при определенных условиях.

На плотных средах изучают колонии микроорганизмов. Бактерии каждого вида формируют колонии с определенными признаками, которые обычно учитывают при идентификации. 

1. Размеры колонии. Она может быть очень мелкой, мелкой, средней и большой. Диаметр измеряется в миллиметрах и может находиться в диапазоне от 0,1 до 5 и более. Колонии, не превышающие 1 мм в диаметре, называются точечными.

2. Цвет, а также способность к выделению красящего пигмента в окружающую среду.

3. Поверхность. Здесь определяют, является ли она гладкой, шероховатой, бугристой или же вовсе складчатой.

4. Профиль колонии: кратерообразная, выпуклая, конусовидный или просто плоский.

5. Структура колонии. Она может быть однородной, струйчатой, крупнозернистой или мелкозернистой.

6. Оптические свойства: прозрачная, полупрозрачная, непрозрачная, флуоресцирующая, матовая или блестящая;
7. Консистенция. Колония может быть вязкой или жидкой, тестообразной или пленчатой, маслянистой или хрупкой.

8.Край колонии: ровный, лопастной, ризоидный, волнистый, зубчатый и т. д. (Нетрусов, 2005).
Характеристика колоний молочнокислых микроорганизмов на плотных средах приведена в таблице 1.

Таблица 1
Характеристика колоний молочнокислых микроорганизмов на плотных средах по ГОСТу 10444.11-2013

	Наименование микроорганизмов
	Питательная среда
	Характеристика колоний

	Молочнокислые микроорганизмы
	Бликфельдта плотная, среда Ли
	Колонии мелкие гладкие или шероховатые с зонами просветления

	Бактерии рода Lactobacillus
	Бликфельдта плотная, среда Ли
	Колонии мелкие гладкие или шероховатые с зонами просветления

	Слизеобразующие бактерии рода Leuconostoc
	Бликфельдта плотная, среда Ли
	Колонии выпуклые, округлые слизистые. При удалении колоний иглой или бактериологической петлей обнаруживаются волокна слизи

	Стрептококки рода Streptococcus и бактерии рода Pediococcus
	Бликфельдта плотная, среда Ли
	Колонии мелкие гладкие или шероховатые с зонами просветления


Определение морфологических признаков микроорганизмов

Для выявления морфологических и структурных особенностей, готовят фиксированные окрашенные препараты, которые могут храниться длительное время и прижизненные «витальные». Нативные препараты готовят для исследования живых неокрашенных бактерий. Наиболее распространены методы «раздавленной капли», «висячей капли». При помощи таких технологий можно исследовать форму и взаимное расположение клеток, их подвижность, рост, спороношение и т. д. А в фиксированных препаратах наблюдают количественный и видовой учет микроорганизмов, проверку чистоты культуры и для ряда других целей.

Окраска по методу Грама

Окраска по методу Грама – один из наиболее универсальных и часто используемых сложных методов окраски. Окраска положена в основу дифференциации бактерий, является важнейшим таксономическим признаком и отражает способность клеток воспринимать и удерживать внутри красящий комплекс генцианового фиолетового и йода либо терять его после обработки спиртом (Теппер, 2004). 

Соответственно по результатам окраски выделяют грамположительные (Bacillus, Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Sarcina etc.) и грамотрицательные (Escherichia, Pseudomonas, Erwinia, Neisseria, Rickettsia etc.) роды и виды бактерий.

 Техника: 

1. Фиксированный мазок покрывают кусочком фильтровальной бумаги и на него наносят раствор метилвиолета. Окрашивание проводят на протяжении 1–2 мин. 

2. Бумажку снимают, краситель сливают и, не промывая препарат водой, обрабатывают его на протяжении 1–2 мин раствором Люголя до почернения. 

3. Сливают раствор Люголя, окрашенный мазок обесцвечивают 96 %-ным этиловым спиртом (препарат несколько раз помещают в стакан со спиртом до прекращения отхождения фиолетовых струек). Обесцвечивание проводят не более 30 с.

 4. Препарат промывают водой. 

5. Мазок дополнительно окрашивают на протяжении 1–2 мин во- дным раствором фуксина. 

6. Краситель сливают, препарат промывают водой, высушивают фильтровальной бумагой и микроскопируют с иммерсионной системой.

Грамположительные бактерии окрашиваются в фиолетовый цвет, грамотрицательные – в розовый.

Если при изучении культуральных, морфологических и биохимических свойств при определении:

- если обнаружены грамположительные, неподвижные, каталазоотрицательные палочки или неспорообразующие, грамположительные, неподвижные, каталазоотрицательные или образующие псевдокаталазу кокки, то дают заключение о том, что обнаруженные микроорганизмы относятся к мезофильным молочнокислым (таблица 2). 

Таблица 2

Мезофильные молочнокислые микроорганизмы 

по ГОСТу 10444.11-2013

	Наименование микроорганизмов
	Характеристика

	Молочнокислые микроорганизмы
	Неспорообразующие, грамположительные, неподвижные, каталазоотрицательные палочки или неспорообразующие, грамположительные, неподвижные, каталазоотрицательные или образующие псевдокаталазу кокки

	Бактерии рода Lactobacillus
	Неспорообразующие, грамположительные короткие или длинные, неподвижные, каталазоотрицательные палочки

	Слизеобразующие бактерии рода Leuconostoc
	Неспорообразующие, грамположительные, имеющие сферическую или овальную форму, располагающиеся попарно или в цепочках, окруженные капсулой, которая по Граму не окрашивается, неподвижные, каталазоотрицательные кокки

	Стрептококки рода Streptococcus
	Неспорообразующие, грамположительные, располагающиеся в виде коротких или длинных цепочек, неподвижные, каталазоотрицательные, не дающие роста в питательных средах с 9,6 ед. рН и 6,5 % кокки

	Бактерии рода Pediococcus
	Неспорообразующие, грамположительные, располагающиеся парами и тетрадами, неподвижные, каталазоотрицательные или образующие псевдокаталазу кокки


ГЛАВА 3. ВЫДЕЛЕНИЕ И ИЗУЧЕНИЕ МОЛОЧНОКИСЛЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ
Для выделения и определения численности молочнокислых микроорганизмов приготовили навеску 1 г исследуемого продукта. Затем провели высев суспензии из разведений 10-4-10-7 в стерильные чашки Петри со средой Бликфельдта. В результате определили количество жизнеспособных клеток путем высева на питательные среды (метод Коха). Так, численность молочнокислых микроорганизмов составила: 3,3х107 КОЕ/г (Активия); 2,61х108 КОЕ/г (Epica); 1,57х108 КОЕ/г (Biomax).

Согласно требованиям нормативной документации и информации, указанной на этикетке производителем этих продуктов, йогурты должны содержать не менее 107 КОЕ/г молочнокислых микроорганизмов. Следовательно, все три образца соответствуют требованиям.

Также описали культурально-морфологические свойства выделенных микроорганизмов. Основные типы колоний, которые выросли в посевах:

колония белого цвета, с гладким профилем, ризоидной формы, консистенция сметанообразная;

колония светло – желтого цвета, ризоидной формы, мелкой круглой формы, образуют зоны просветления;

темно – бежевого цвета, по бокам белый ободок, ризоидной формы,  однородной структуры;

белые, профиль выпуклый, гладкий край, мелкозернистая структура, образуют зоны просветления.

Наличие зон просветления вокруг таких колоний говорит о выделении микроорганизмами молочной кислоты.

Приготовили фиксированные препараты, которые окрасили по Граму (рис. 2-4). 
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Рис. 2 Грамположительные палочки, выделенные из йогурта Biomax
[image: image4.jpg]ey



 [image: image5.jpg]



Рис. 3 Грамположительные палочки, выделенные из йогурта Активия
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Рис. 4 Грамположительные кокки и палочки, выделенные из йогурта Epica

Таким образом, из всех исследуемых образцов выделили представителей группы молочнокислых микроорганизмов, численность которых составляла не менее 107-108 КОЕ/г. По совокупности культурально-морфологических свойств, предположили, что выделенные микроорганизмы, предположительно, могут относиться к родам Lactobacillus и Streptococcus.
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