
Введение Lactobacillus - род молочнокислых бактерий, осуществляющих гомо- и
гетероферментативное молочнокислое брожение. Лактобациллы являются
важным компонентом резидентной микрофлоры человека и животных [1, 2]. Они
обладают выраженной антагонистической активностью в отношении патогенных
и условно-патогенных микроорганизмов [3-6]. Основными продуктами
метаболизма лактобацилл являются лактат и ацетат, присутствие которых
приводит к снижению рН и ингибированию роста многих патогенных
микроорганизмов (сальмонелл, эшерихий, клостридий и некоторых видов
дрожжей). Кроме того, что лактобациллы выступают в роли барьера для
потенциальных патогенов, они могут оказывать иммуностимулирующее
действие, активизируя специфическую и неспецифическую защиту организма
хозяина [7, 8]. Лактобациллы нашли свое применение в производстве продуктов
функционального питания, в сельском и домашнем хозяйстве [9, 10], многие
виды используются в производстве молочнокислых сыров, в хлебопечении и при
производстве сырокопченых и сыровяленых мясных продуктов [6, 11, 12]. Ранее
уже изучали их положительное влияние на функционально-технологические и
микроструктурные свойства говяжьих субпродуктов, а также на свойства
получаемых из них мясопродуктов [13-15]. В настоящее время получены данные,
свидетельствующие об антигенотоксических и антиоксидантных свойствах
представителей рода Lactobacillus [16-21]. В связи с этим представляется весьма
перспективным использование таких видов лактобацилл в качестве
пробиотиков, а также в виде стартовых культур в технологии пищевых (в
частности, мясных сырокопченых и сыровяленых) продуктов с целью
профилактики онкологических, сердечно-сосудистых и других заболеваний.
Целью настоящего исследования явилась оценка антирадикальных свойств
штамма Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. 317/402 in vitro. Материалы и методы
исследований Бактериальные штаммы В работе применяли штамм Lactobacillus
acidophilus n.v.Ep. 317/402, используемый для приготовления кисломолочного
продукта «Нарине» (ООО «Нарэкс», Республики Армения). Исследование
динамики роста штамма Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. 317/402 Культуру
лактобацилл со скошенного MRS-агара переносили в пробирки с 5 мл MRS-
бульона для получения «ночной» культуры. После 17-20 часов культивирования
при 37°С 2 мл «ночной» культуры бактерий разводили 30 мл свежей среды MRS.
Далее культуру лактобацилл инкубировали в термостате при 37°С. За динамикой
роста следили по изменению оптической плотности бактериальной культуры при
600 нм (OD600) на спектрофотометре СФ-2000 (Россия). Оценка антрадикальной
активности Lactobacillus acidophilus n.v.Ep.317/402 Подготовка образцов Ночную
культуру лактобацилл разводили свежим MRS-бульоном и инкубировали в
течение 25 ч при 37°С. Периодически отбирали пробы бактериальной суспензии.
Клетки осаждали центрифугированием при 5000 g в течение 20 мин.
Супернатант культуры - культуральную жидкость (КЖ)- использовали для



измерения антиоксидантной активности. Осадок дважды отмывали в
изотоническом растворе и ресуспендировали в 0,2 М фосфатном буфере.
Полученную бактериальную суспензию подвергали ультразвуковой
дезинтеграции (10 циклов обработки длительностью по 30 с, перерывы между
ними 1 мин.). Для удаления обломков клеток суспензию центрифугировали 10
мин. при 10000 g. Супернатант лизата клеток (СЛК) использовали для измерения
антиоксидантной активности. Определение антирадикальной активности
Антирадикальную активность исследуемых образцов определяли согласно
методу Главинда [22] по ингибированию радикалов 1,1-дифенил-2-
пикрилгидразила (ДФПГ, CalBiochem, Germany). Раствор ДФПГ в этаноле имеет
максимум поглощения на 517 нм (фиолетовый цвет). Реакция ДФПГ с образцом
антиоксиданта протекает по схеме: ДФПГ* + AH → ДФПГ-H + A*. В результате
восстановления ДФПГ антиоксидантом снижается интенсивность фиолетовой
окраски ДФПГ, а реакция контролируется по изменению оптической плотности
раствора на спектрофотометре при 517 нм. 0,2 мМ спиртовой раствор ДФПГ (1
мл) смешивали с 1 мл исследуемого образца и тщательно перемешивали.
Полученную смесь оставляли на 30 мин. в темноте. Изменение максимума
поглощения раствора ДФПГ в присутствии исследуемых образцов определяли на
спектрофотометре ПЭ-5300 ВИ. Антирадикальный эффект оценивали по
проценту ингибирования радикалов ДФПГ, рассчитанному как отношение
изменения оптической плотности спиртового раствора 1,1-дифенил-2-
пикрилгидразила (ДФПГ) при добавлении исследуемых образцов. А= [(Ac - Аi) /
Ac] × 100%, где А - антирадикальная активность (%); Ac - оптическая плотность
исходного раствора ДПФГ (положительный контроль); Аi - оптическая плотность
раствора ДПФГ после добавления исследуемого образца. Антирадикальную
активность исследуемых образцов определяли на разных фазах роста культуры
Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. (2, 4, 7 и 25 часов инкубирования). В качестве
позитивного контроля использовали растворы аскорбиновой кислоты (0,25 - 2
мг/мл). Статистическая обработка результатов Статистическую обработку
результатов проводили в стандартной компьютерной программе. Данные
представлены в виде среднего значения ± среднеквадратическое отклонение.
Для оценки достоверности различий между результатами в вариантах опыта
использовали t-критерий Стьюдента. Различие между группами считали
достоверным при уровне значимости р ≤ 0.05. Результаты исследований и их
обсуждение Анализ динамики роста штамма Lactobacillus acidophilus n.v.Ep.
317/402 Результаты по изучению динамики роста штамма Lactobacillus acidophilus
n.v.Ep. 317/402 представлены на рисунке 1. Как видно из графика, Рис. 1 –
Динамика роста штамма Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. 317/402 начальная фаза
роста (лаг-фаза) у штамма длится 2 часа. Затем в течение экспоненциальной
фазы происходило быстрое размножение клеток, которое длилось до 7 часов
роста культуры. Далее следовали фазы замедления и стационарная фаза роста.



При оценке антиоксидантных свойств Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. 317/402 для
отбора проб нами были выбраны точки 2 ч, 4 ч, 7 ч и 25 ч культивирования,
которые соответствуют разным фазам роста данного штамма лактобацилл.
Антирадикальная активность Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. 317/402 Результаты
по определению антирадикальной активности Lactobacillus acidophilus n.v.Ep.
317/402 представлены в таблице 1 и рисунке 2. Мы наблюдали снижение
оптической плотности раствора ДФПГ при добавлении как культуральной
жидкости, так и супернатанта лизата клеток лактобацилл (табл. 1). Таблица 1 –
Ингибирование свободных радикалов ДФПГ культуральной жидкостью и
супернатантом лизата клеток Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. 317/402 Образцы
Оптическая плотность, OD517 2ч. 4ч. 7ч. 25ч. ДФПГ 1,78±0,09 1,78±0,09
1,78±0,09 1,78±0,09 КЖ 1,09±0,08* 1,08±0,07* 1,14±0,09* 1,17±0,07* СЛК
1,03±0,09* 1,09±0,06* 1,13±0,09* 1,15±0,06* *достоверно отличается от OD517
для ДФПГ, р≤0.05 Следует отметить, что антирадикальная активность
исследованных образцов зависела от фазы роста культуры лактобацилл.
Согласно полученным результатам, восстановление ДФПГ наиболее интенсивно
происходило при воздействии исследуемых образцов, отобранных в начале
экспоненциальной фазы роста бактерий. При переходе культуры лактобацилл в
стационарную фазу роста наблюдалось снижение антирадикального эффекта
как КЖ, так и СЛК. Наивысшую антирадикальную активность (41,9%)
демонстрировал СЛК лактобацилл, находящихся в начале экспоненциальной
фазы роста (рис. 2). Рис. 2 – Антирадикальная активность КЖ и СЛК Lactobacillus
acidophilus n.v.Ep. 317/402 Рис. 3 – Антирадикальная активность аскорбиновой
кислоты Антиоксидантные свойства изучены у различных видов лактобацилл: L.
fermentum [20, 23], L. Plantarum [24], L. casei [25], L. acidophilus [19, 26], L. ingluviei
[21] и др. Известно, что наиболее распространенные способы антиоксидантной
защиты у лактобацилл связаны с работой ферментов супероксиддисмутазы и
высокой внутриклеточной концентрацией ионов Mn2+, а также пероксидазы
[27]. Кроме ферментов, определенную роль в снижении уровня свободных
радикалов в клетках лактобацилл могут играть различные соединения. В
частности, такие свойства были показаны для низкомолекулярной фракции ( 10
кДа), полученной из супернатанта лизата клеток лактобацилл [28]. Полученные
нами результаты также подтверждают антирадикальный эффект компонентов,
содержащихся в супернатанте лизатов клеток. Также в литературе имеются
данные, что антиоксидантными свойствами обладают экзополисахариды
лактобацилл [29-31]. Ранее были опубликованы данные, свидетельствующие о
том, что культура штамма Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. 317/402 in vitro снижает
уровень хромосомных аберраций в клетках костного мозга крыс, а также
повреждений ДНК в клетках кишечника крыс [32]. Учитывая, что оксидативный
стресс является одной из ведущих причин повреждений ДНК [33, 34], на
основании полученных нами результатов мы можем предположить, что



антирадикальная активность штамма Lactobacillus acidophilus n.v.Ep. 317/402
играет значительную роль в защите ДНК от повреждений в клетках
млекопитающих.


