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А ННОТА Ц И Я
Представители рода Lactococcus являются одними из ключевых заквасочных микроорганизмов в молочной промыш-
ленности. Они играют ведущую роль в  осуществлении молочнокислого брожения при выработке кисломолочных 
продуктов и  сыров. В  статье представлены результаты дифференцированной оценки ферментативной активности 
9  штаммов Lactococcus lactis subsp. lactis в  молоке при температуре культивирования (30 ± 1) °C, а также в  процессе 
охлаждения и хранения при температуре (6 ± 1) °C в течение 21 суток. Все исследованные параметры кислотообразо-
вания (прирост титруемой кислотности в  процессе ферментации и  хранения) продемонстрировали статистически 
значимые различия между штаммами (ANOVA, P < 0,05). Наиболее выраженная вариативность штаммов наблюдалась 
по их способности подкислять молоко при хранении: снижение активной кислотности за 21 сутки составило от 0,19 до 
0,49 ед. рН. Это может быть обусловлено их генетическими различиями в ферментативной активности и устойчиво-
сти к низким температурам, что требует дальнейшего изучения. Самая высокая активность при (30 ± 1) °C наблюдалась 
у четырех штаммов (663–12, 792–7, 618–5 и 549–1), которые повысили титруемую кислотность молока на 69–70 °Т. 
Три из этих штаммов (792–7, 618–5 и 549–1) медленно накапливали кислоту при хранении, увеличив кислотность за 
21 сутки на 4,7–7,3 °Т. Штаммы 637–4 и 429–6 показали низкую скорость ферментации при оптимальной температуре 
(прирост кислотности составил 56,7 и 54,3 °Т соответственно), но высокую — при хранении (прирост кислотности — 
18,3 и 16,7 °Т соответственно). Кластерный анализ методом Уорда и евклидовой метрики расстояния, выполненный 
в программной среде R4.3.1, позволил распределить изученные культуры L.  lactis на три группы по характеру фер-
ментативного профиля при температуре активной ферментации и в условиях хранения. Выделенные кластеры пред-
ставляют собой различные метаболические профили, определяющие потенциальное применение штаммов в техно-
логических процессах. Полученные результаты свидетельствуют, что для комплексной оценки кислотообразующей 
активности культур при подборе их в состав заквасок прямого внесения для кисломолочных продуктов и сыров необ-
ходимо исследовать как скорость кислотообразования, так и постферментативный потенциал.
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A BST R ACT
Representatives of the genus Lactococcus are one of the key starter microorganisms in the dairy industry. They play a leading 
role in lactic acid fermentation in the production of fermented dairy products and cheeses. The article presents the results 
of a differentiated assessment of the enzymatic activity of nine strains of Lactococcus lactis subsp. lactis in milk at a cultiva-
tion temperature of (30 ± 1) °C, as well as during cooling and storage at a temperature of (6 ± 1) °C for 21 days. All studied 
parameters of acid formation (an increase in titratable acidity during fermentation and storage) demonstrated statistically 
significant differences between the strains (ANOVA, P < 0.05). The most pronounced variability of the strains was observed 
in their ability to acidify milk during storage: a decrease in the actual acidity over 21 days ranged from 0.19 to 0.49 pH units. 
This may be due to their genetic differences in enzymatic activity and resistance to low temperatures, which requires further 
study. The highest activity at (30 ± 1) °C was observed in four strains (663–12, 792–7, 618–5 and 549–1), which increased the 
titratable acidity of milk by 69–70 °T. Three of these strains (792–7, 618–5, and 549–1) slowly accumulated acid during stor-
age, increasing the acidity by 4.7–7.3 °T over 21 days. Strains 637–4 and 429–6 showed a low fermentation rate at optimal 
temperature (an increase in acidity was 56.7 and 54.3 °T, respectively), but a high one during storage (an increase in acidity 
was 18.3 and 16.7 °T, respectively). Cluster analysis by the Ward method and the Euclidean distance metric performed in the 
R4.3.1 software environment allowed us to divide the studied L. lactis cultures into three groups according to the nature of the 
enzymatic profile at the temperature of active fermentation and under the storage conditions. The isolated clusters represent
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various metabolic profiles that determine the potential use of strains in technological processes. The results obtained indicate 
that for a comprehensive assessment of the acid-forming activity of cultures when selecting them for using in the composition 
of starter cultures of direct application for fermented dairy products and cheeses, it is necessary to study both the rate of acid 
formation and the post-enzymatic potential.
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1.	 Введение
Ферментированные молочные продукты составляют значитель-

ную долю рынка функционального питания. Ферментация  — это 
биохимический процесс преобразования молока под воздействием 
микроорганизмов, в ходе которого происходит сбраживание углево-
дов. В  результате этого процесса присутствующие в  молоке сахара 
метаболизируются лактобактериями в  молочную кислоту, этанол 
и  уксусную кислоту. Ферментация может осуществляться естест-
венным образом за счет жизнедеятельности эндогенной микроби-
оты сырья или с  помощью экзогенных, искусственно введенных 
микроорганизмов для достижения конкретных технологических 
эффектов  [1,2]. При изготовлении ферментированных молочных 
продуктов из пастеризованного молока бактериальные закваски яв-
ляются функционально необходимым компонентом. Качество, по-
требительские свойства и безопасность данных продуктов в значи-
тельной степени определяются составом и свойствами заквасочных 
культур. Исследование технологических свойств молочнокислых 
бактерий продолжает быть актуальным во всем мире [3–5].

Подбор культур для бактериальных заквасок является ключевым 
фактором, определяющим вкус, аромат, текстуру и  срок годности 
продукта. Критерии подбора можно условно разделить на общие 
для всех видов ферментированной продукции (кислотообразую-
щая активность, фагоустойчивость, органолептическая оценка) 
и  специфические для отдельных видов молочной продукции, на-
пример, вязкость для кисломолочных напитков и сметаны или си-
неретическая способность для творога  [6–8]. Кислотообразующую 
активность молочнокислых бактерий оценивают по продолжитель-
ности сквашивания молока, скорости увеличения титруемой или 
снижения активной кислотности, а также по предельной титруемой 
кислотности в молоке при оптимальной и минимальной темпера-
турах роста.

Изменяющиеся условия окружающей среды при развитии микро-
организмов в процессе выработки молочных продуктов оказывают 
существенное (абиотическое) влияние на скорость и  характер их 
метаболизма. Следовательно, культуры должны быть активны в тех-
нологически заданном температурном диапазоне и  обеспечивать 
безопасность и  стабильность показателей качества на протяжении 
всего процесса производства и  хранения продуктов. Разнообразие 
производственно-ценных свойств лактококков сформировалось 
в результате эволюционных процессов и горизонтального переноса 
генов, включая плазмиды, связанные с сахаролитической и протео-
литической активностью, с продукцией ароматических соединений 
и с устойчивостью к бактериофагам [9]. Во многих странах исполь-
зуются как коммерческие закваски, состоящие из чистых культур 
с уникальными технологическими свойствами, так и местные штам-
мы молочнокислых бактерий, отобранные на основе продолжитель-
ного традиционного применения [10,11].

Для изготовления многих ферментированных молочных про-
дуктов используются мезофильные или мезотермофильные поли-
видовые закваски, в  составе которых содержатся лактококки. Они 
не обладают каталазной активностью, не образуют спор и являются 
факультативными анаэробами [12].

Лактококки являются гомоферментативными бактериями, и для 
них характерен тагатозо‑6-фосфатный путь, при котором лакто-
за‑6P гидролизуется фосфо-β-галактозидазой до глюкозы и  галак-
тозы‑6P. Конечными продуктами тагатозо‑6-фосфата являются 
триозо‑3-фосфаты, глицеральдегид‑3-фосфат и дигидроксиацетон-
фосфат, которые далее метаболизируются путем гликолиза с основ-
ным конечным продуктом ферментации — молочной кислотой [13]. 
Молочная кислота имеет два изомера: L‑молочная кислота и D‑мо-
лочная кислота. D‑изомер молочной кислоты считается вредным 
для человека энантиомером, поскольку способен вызывать нару-
шения здоровья, в т. ч. дисбактериоз, воспалительные заболевания 
кишечника и другие [14]. Лактококки в результате гликолиза лактозы 
продуцируют L‑молочную кислоту [15,16]. Молочная кислота, обра-
зующаяся в  анаэробных условиях на протяжении всего гликолити-
ческого пути, придает кисловатый вкус ферментированным продук-
там, таким как простокваши, йогурт, сметана [1,3,10].

Температурный диапазон для мезофильных культур рода 
Lactococcus составляет 25–35 °C  [12]. Лактококки видов Lactococcus 
lactis subsp. lactis (далее  — L.  lactis) и  Lactococcus cremoris (далее  — 
L.  cremoris) являются основными мезофильными кислотообразу-
ющими бактериями в  производстве широкого спектра фермен-
тированных молочных продуктов: творога, сметаны, простокваш, 
большинства видов сыров. L.  cremoris ранее считался подвидом 
L.  lactis и назывался Lactococcus lactis subsp. cremoris, но недавно он 
был выделен в  самостоятельный вид Lactococcus cremoris  [17]. Ми-
кроорганизмы этих двух видов лактококков имеют различия по на-
личию генов, ответственных за метаболизм углеводов и аминокис-
лот [18], а также по-разному реагируют на стресс [19].

Основная роль лактококков при изготовлении ферментирован-
ных молочных продуктов заключается именно в подкислении, кото-
рое зависит от эффективного метаболизма лактозы. L. lactis является 
интенсивным кислотообразователем, быстро снижает pH среды, что 
критически важно для формирования плотного сгустка и подавле-
ния посторонней микрофлоры. L. cremoris обладает более контроли-
руемым кислотообразованием и придает продуктам чистый, мягкий, 
сливочный кисломолочный вкус [2,10]. Лактококки формируют тек-
стуру кисломолочных продуктов, которая определяется изменением 
физико-химических свойств молочных белков в  результате под-
кисления, а  также продуцированием лактококками внеклеточных 
полисахаридов, влияющих на реологические свойства молочных 
сгустков [16,20]. Утилизация лактозы у лактококков часто кодирует-
ся плазмидами, в частности метаболизм лактозы L. lactis и L. cremoris 
контролируется опероном lac в составе плазмид. P. Kelleher с соавто-
рами  [21] было обнаружено присутствие оперона lac на плазмидах 
в 24 штаммах из 26 исследованных. Два других штамма имели аль-
тернативные методы метаболизма лактозы.

Одним из критических параметров при создании заквасочных 
консорциумов является кислотообразующий потенциал, который 
определяется видовым и  штаммовым составом. Молочнокислые 
бактерии должны быстро сбраживать лактозу с  образованием мо-
лочной кислоты, что обуславливает основной процесс ферментации. 
Нарастание кислотности определяет продолжительность производ-
ственных процессов и ингибирует рост технически вредной и пато-
генной микробиоты [22,23].

В  кисломолочном производстве нарастание кислотности после 
завершения ферментации в процессе охлаждения и фасования про-
дукции при изготовлении кисломолочных продуктов резервуарным 
способом, а также холодильного хранения при температуре 2–6 °C 
представляет значительную проблему для производителей фермен-
тированной молочной продукции. Активность заквасочных микро-
организмов приводит к  нежелательным изменениям в  продукте: 
ухудшению органолептических свойств, излишнему подкислению, 
изменению реологических характеристик  [6]. Остаточная постфер-
ментативная метаболическая активность продолжается с  разной 
интенсивностью, как правило, в течение всего периода охлаждения 
и хранения, что выражается в повышении кислотности, появлении 
неприятного излишне кислого вкуса, уплотнении или разжижении 
сгустка, образовании сыворотки на поверхности продуктов. Появля-
ются дефекты вкуса и аромата из-за продолжающегося протеолиза 
и  липолиза, иногда может наблюдаться горький привкус в  резуль-
тате распада казеина до горьких пептидов, а также нежелательное 
газообразование в готовых продуктах [24].

В  сыроделии при изготовлении полутвердых и  твердых сыров 
после окончания обработки сырного зерна в  сыроизготовителе 
происходит постепенное снижение температуры сырной массы 
в  ходе формования и  прессования сырных головок. Также наблю-
дается достаточно быстрое снижение температуры сырной массы 
в солильном бассейне, температура рассола в котором, как правило, 
составляет 10–12 °C. В  сырной массе имеется определенное коли-
чество несброженной лактозы, которое зависит от вида сыра и  со-
става заквасочного микробиома, и  в  отличие от кисломолочных 
продуктов вся лактоза должна быть сброжена молочнокислыми бак-
териями для предотвращения роста посторонних микроорганизмов. 
В частности, в полутвердых сырах лактоза полностью сбраживается 
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к 10–15 суткам созревания [8,25], следовательно, в сыроделии актив-
ность заквасочных микроорганизмов при низкой температуре со-
зревания имеет важное значение. Следует отметить, что лактококки 
также играют центральную роль в  формировании вкуса созреваю-
щих сычужных сыров за счет внеклеточного протеолиза молочных 
белков [26,27].

Штаммы молочнокислых бактерий обладают различной кисло-
тообразующей активностью при изменении температуры культиви-
рования [28]. Часть из них характеризуются высокой скоростью кис-
лотообразования и продолжает активно функционировать даже при 
пониженных температурах, а  некоторые реагируют на понижение 
температуры существенным торможением скорости метаболизма 
лактозы. Скорость метаболизма лактококковых заквасок в  значи-
тельной мере определяется индивидуальными характеристиками 
штаммов, но не их видовой принадлежностью [29]. Поэтому важным 
аспектом подбора штаммов является дифференцированная оценка 
кислотообразующей активности заквасочных культур с учетом тех-
нологических режимов выработки ферментированных молочных 
продуктов, включая постферментативную активность.

Ключевым методом подбора культур в закваски для кисломолоч-
ных продуктов с  длительными сроками годности следует считать 
скрининг активных при оптимальных температурах штаммов, но 
с низкой постферментативной активностью. Такие культуры быстро 
набирают необходимую кислотность, однако затем в условиях охла-
ждения их метаболическая активность снижается. Быстрое и своев-
ременное снижение температурных режимов после завершения фер-
ментации значительно замедляет все метаболические процессы [22]. 
Проблема постферментативной активности  — это управляемый 
фактор. Ее успешное решение напрямую зависит от правильного вы-
бора заквасочных культур и строгого контроля технологических па-
раметров на всех этапах производства, от сквашивания до хранения. 
Это позволяет обеспечить стабильно высокое качество продукции на 
протяжении всего заявленного срока годности [24,30].

Одним из перспективных направлений в области пищевой био-
технологии является создание инновационных биотехнологических 
методов для селекции штаммов молочнокислых бактерий, а также 
микробных консорциумов с  предопределенными биологически-
ми характеристиками для обеспечения оптимальных параметров 
технологического процесса  [31]. Учитывая критическую важность 
молочнокислого брожения как фактора обеспечения безопасности 
и качества различных видов ферментированной молочной продук-
ции, при создании эффективных отечественных заквасок прямого 
внесения необходимо обеспечить контролируемую скорость фер-
ментации и  стабильность технологических параметров с  учетом 
кислотообразующей активности штаммов лактококков.

Цель данного исследования — дифференцированная оценка кис-
лотообразующей активности коллекционных культур Lactococcus 
lactis subsp. lactis для выявления штаммов с уникальными техноло-
гическими профилями и  их кластерный анализ для последующего 
целенаправленного формирования заквасочных консорциумов с за-
данными свойствами.

2.	 Материалы и методы
Объектами исследования являлись 9 штаммов лактококков 

L.  lactis из «Коллекции молочнокислых бактерий для производства 
сычужных сыров и  бактериофагов к  ним» Биоресурсного центра 
ФГБНУ «ФНЦ пищевых систем им. В.  М.  Горбатова» РАН со следу-
ющими номерами: 429–6, 463–3–6, 738–2–3, 792–7, 618–5, 549–1, 
703–2, 637–4, 663–12.

Подготовку культур к  исследованию и  изучение кислотообразу-
ющей активности проводили путем культивирования в 10 % восста-
новленном стерильном обезжиренном молоке, приготовленном из 
сухого обезжиренного молока (СОМ) (ГОСТ 52791-2007 1). Доза ино-
кулята составляла 3 % 16-часовой молочной культуры.

Титруемую кислотность молока определяли по ГОСТ Р 54669-20112 
«Молоко и  продукты переработки молока. Методы определения 
кислотности». Активную кислотность молока измеряли потенци-
ометрическим методом по ГОСТ  32892-20143 «Молоко и  молоч-
ная продукция. Метод измерения активной кислотности» с помо-
щью рН‑метра STARTER2100 с пределом погрешности ± 0,01 ед. рН 
(OHAUS, Китай).

1	 ГОСТ 52791-2007 «Консервы молочные. Молоко сухое. Технические усло-
вия». М.: Стандартинформ, 2008. — 10 с.

2	 ГОСТ  Р 54669-2011 «Молоко и  продукты переработки молока. Методы 
определения кислотности». М.: Стандартинформ, 2013. — 10 с.

3	 ГОСТ 32892-2014 «Молоко и молочная продукция. Метод измерения ак-
тивной кислотности». М.: Стандартинформ, 2015. — 10 с.

С  целью моделирования многоступенчатых температурных 
режимов производства кисломолочной продукции штаммы куль-
тивировали в  течение 6 ч при температуре (30 ± 1) °C, охлаждали 
в  течение 2 ч до температуры (20 ± 2) °C, затем доохлаждали до 
температуры (6 ± 1) °C и хранили в течение 21 суток. Измерения ти-
труемой и  активной кислотности проводили после ферментации, 
включая период охлаждения до температуры (20 ± 2) °C; после до-
охлаждения до температуры (6 ± 1) °C и через каждые 7 суток в про-
цессе хранения.

Эксперименты выполнены в  трех независимых повторностях. 
Статистическую обработку данных проводили с  использованием 
стандартных методов математической статистики с помощью при-
кладной программы Microsoft Excel и  программной среды R4.3.1, 
достоверность различий оценивали при уровне значимости p < 0,05.

Для статистического анализа и  предварительной группировки 
экспериментальных данных применялась кластеризация методом 
равных интервалов, выполненная в  два этапа: расчет границ кла-
стеров (MS  Excel 2021) и  последующее визуальное представление 
(MS Excel 2021). Алгоритм проведения первого этапа:

	� определение диапазона экспериментальных данных через вычи-
сление минимального (Хmin) и максимального (Хmax) значений;

	� расчет величины интервала (h), по формуле h = (Хmax — Хmin)/3, что 
соответствует выделению трех кластеров (низкие, средние и вы-
сокие значения);

	� определение границ кластеров: первый кластер включает значе-
ния от Хmin до Хmin + h, второй — от верхней границы первого кла-
стера до Xmin + 2h, третий — оставшиеся значения до Xmax;

	� на основе рассчитанных границ каждое экспериментальное зна-
чение было отнесено к соответствующему кластеру путем приме-
нения логических функций MS Excel (ЕСЛИ).
Для наглядного отображения границ между кластерами на по-

лученную гистограмму вручную, с  использованием инструментов 
рисования MS Excel, были добавлены вертикальные области, соот-
ветствующие рассчитанным границам. Данный подход использован 
исключительно для наглядной визуализации.

Иерархический кластерный анализ проводили с использованием 
метода Уорда и евклидовой метрики расстояния. Для верификации 
результатов дополнительно применялся метод k-средних с  после-
дующей визуализацией данных в виде тепловой карты. Вычисления 
выполнены в программной среде R4.3.1. Для проведения иерархиче-
ского кластерного анализа и расчета матрицы расстояний использо-
вался пакет cluster. Визуализация результатов, включая построение 
дендрограммы с  выделенными кластерами и  отображение класте-
ров в  пространстве, осуществлялась с  помощью пакета factoextra. 
Пакет ggplot2 применялся для создания итоговых графиков и их ка-
стомизации в публикационном качестве.

Применение двух методов кластеризации являлось частью мето-
дологической стратегии, направленной на повышение достоверности 
и  наглядности результатов. Метод равных интервалов использован 
на первоначальном этапе анализа, что позволило наглядно оценить 
потенциальную группировку наблюдений по разным показателям. 
Также метод равных интервалов применен для дополнительной ви-
зуализации в  виде цветных областей на гистограммах. Иерархиче-
ский кластерный анализ по методу Уорда применен на следующем 
этапе как основной и статистически более обоснованный метод, по-
зволивший окончательно определить состав кластеров.

3.	 Результаты и обсуждение
Ключевым аспектом в  производстве ферментированной молоч-

ной продукции является способность микроорганизмов обеспечивать 
основной процесс молочнокислого брожения, характеризующийся 
увеличением показателя титруемой кислотности. Этот показатель 
нормируется для кисломолочных продуктов как после сквашивания 
молока или сливок, так и в конце срока годности продуктов.

Представленные в Таблице 1 результаты исследования динамики 
титруемой кислотности штаммов L. lactis в условиях, имитирующих 
температурные и временные режимы в процессе выработки кисло-
молочных продуктов, свидетельствуют о  различной кислотообра-
зующей активности изученных культур. Отмечен высокий уровень 
молочнокислого брожения в  период основной ферментации, обес-
печивающий сквашивание молока при дозе инокулята 3 % в течение 
6 ч. Прирост титруемой кислотности составил от 49,0 °Т до 61,0 °Т, 
с максимальными значениями титруемой кислотности после сква-
шивания в  диапазоне от 68,33 °Т до 80,33 °Т. Эти показатели соот-
ветствуют биохимическим характеристикам данного подвида, из-
вестного своей способностью к быстрому повышению кислотности 
среды, что имеет ключевое значение для формирования плотного 
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сгустка и  подавления роста нежелательных и  технически вредных 
микроорганизмов  [11,22]. В  процессе охлаждения для изученных 
штаммов характерна еще более значительная вариативность — при-
рост кислотности в этот период колебался от 2,0 °Т до 19,3 °Т.

На основании полученных данных были рассчитаны приросты 
титруемой кислотности штаммов. В  результате кластерного ана-
лиза методом равных интервалов построены горизонтальные ди-
аграммы. На Рисунке 1 представлена динамика кислотообразова-
ния в процессе выработки и охлаждения молока, которая показала 
штаммовую специфичность L. lactis по интенсивности ферментации. 
К первому кластеру в данном случае отнесены культуры с высоким 
уровнем кислотообразования, а  к третьему классу, соответственно, 
с самым низким уровнем (Таблица 2).

Особое внимание было уделено изучению постферментативной 
активности при холодильном хранении, поскольку данный параметр 
является критическим для обеспечения стабильного качества кисло-
молочных продуктов на протяжении всего срока годности и сбражи-
вания лактозы при созревании сыров. Анализ динамики изменения 
титруемой кислотности в  период длительного холодильного хра-
нения в  течение 21 суток при температуре (6 ± 1) °C также показал 
значительные различия между штаммами (Рисунок 2 и Таблица 3). 

К  первому классу были отнесены штаммы с  высокой постфермен-
тативной активностью, а к третьему классу — с низкой активностью.

При этом продуцирование молочной кислоты имело разную интен-
сивность в первую и каждые последующие недели хранения. Сравнивая 
штаммы 3 класса с высокой активностью, можно отметить, что L. lactis 
703–2 проявлял активность в первую и вторую недели, а ее снижение 
наблюдалось лишь на третьей неделе. В то же время L. lactis 429–6 де-
монстрировал самую высокую активность из всех культур в первую не-
делю с резким снижением в последующие недели хранения. А штаммы 
1 класса L. lactis 549–1, 618–5 и 792–7 демонстрировали низкую актив-
ность, начиная с первой недели и до конца хранения, причем штаммы 
618–5 и  792–7 имели самый низкий уровень ацидофикации — всего 
4,67 и 5,00 °Т за весь период хранения.

Изменение активной кислотности молока штаммами L.  lactis 
в процессе ферментации, охлаждения и хранения (Рисунки 3–4, Таб
лицы 4–5) в целом имело сходную динамику. Небольшие различия 
были обусловлены принципиальными особенностями методов опре-
деления кислотности. Для изученных культур также была характерна 
существенная разница в  снижении уровня активной кислотности 
молока, которая колебалась от 1,59 до 1,84 ед. рН после окончания 
ферментации и от 0,00 до 0,14 ед. рН во время охлаждения.

Таблица 2. Статистические характеристики кластеров штаммов L. lactis по приросту титруемой кислотности 
за период ферментации и охлаждения

Table 2. Statistical characteristics of clusters of L. lactis strains in terms of an increase in the titratable acidity during fermentation and cooling

Параметр Первый кластер Второй кластер Третий кластер
Расчетные границы, °Т 67,23–73,67 60,78–67,22 54,34–60,77
Количество элементов в кластере, шт. 4 2 3
Номера штаммов L. lactis 792–7, 618–5, 549–1, 663–12 738–2–3, 703–2 429–6, 463–3–6, 637–4
Среднее значение, °Т 70,42 63,00 57,00
Минимальное фактическое значение, °Т 69,00 63,00 54,34
Максимальное фактическое значение, °Т 73,67 63,00 60,00
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Примечание: Δ1ТК — прирост титруемой кислотности за период ферментации; Δ2ТК прирост титруемой кислотности за период охлаждения до (6 ± 1) °C.

Рисунок 1. Прирост титруемой кислотности штаммов L. lactis в процессе ферментации и охлаждения
Figure 1. Increase in the titratable acidity of L. lactis strains during fermentation and cooling

Таблица 1. Динамика изменения титруемой кислотности штаммов L. lactis
Table 1. Dynamics of changes in the titratable acidity of L. lactis strains

№ 
штамма

Титруемая кислотность, °Т

после 
ферментации

после охлаждения 
до (6 ± 1) °C

В процессе хранения, сут.
7 14 21

429–6 68,33 ± 3,06 73,67 ± 1,53 86,00 ± 4,58 87,33 ± 2,52 90,33 ± 0,58
463–3–6 74,33 ± 1,15 79,33 ± 1,15 88,67 ± 1,53 89,67 ± 1,53 89,67 ± 1,53
738–2–3 75,00 ± 2,00 82,33 ± 2,08 86,33 ± 1,53 88,33 ± 2,08 89,67 ± 1,53

792–7 80,33 ± 1,53 89,33 ± 1,15 90,33 ± 1,53 91,33 ± 1,53 94,00 ± 2,00
618–5 77,33 ± 3,06 88,33 ± 1,15 90,33 ± 2,52 91,67 ± 1,53 93,33 ± 1,15
549–1 78,33 ± 1,53 88,33 ± 5,69 89,67 ± 2,52 93,00 ± 2,65 95,67 ± 0,58
703–2 79,00 ± 1,73 82,33 ± 1,15 90,67 ± 1,53 98,67 ± 0,58 102,33 ± 0,58
637–4 74,00 ± 5,29 76,00 ± 5,29 76,67 ± 1,53 87,33 ± 1,15 94,33 ± 1,15

663–12 73,67 ± 1,53 93,00 ± 1,00 96,00 ± 3,00 101,00 ± 1,73 102,67 ± 1,15
Примечание: титруемая кислотность молока составляла 19,33 °Т, исходная концентрация клеток лактококков — (2,83 ± 0,21) × 107 КОЕ/см3. Результаты 
представлены в форме «среднее значение ± стандартное отклонение» (n = 3 биологические повторности).
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Таблица 3. Статистические характеристики кластеров штаммов L. lactis по приросту титруемой кислотности 
в процессе хранения в течение 21 суток

Table 3. Statistical characteristics of clusters of L. lactis strains in terms of an increase in the titratable acidity during storage for 21 days

Параметр Первый кластер Второй кластер Третий кластер

Расчетные границы, °Т 14,89–20,00 9,78–14,88 4,67–9,77

Количество элементов в кластере, шт. 3 1 5

Номера штаммов L. lactis 429–6, 703–2, 637–4 463–3–6 738–2–3, 792–7, 618–5, 549–1, 663–12

Среднее значение, °Т 18,33 10,34 6,80

Минимальное фактическое значение, °Т 16,66 10,34 4,67

Максимальное фактическое значение, °Т 20,00 10,34 9,67

Таблица 4. Статистические характеристики кластеров штаммов L. lactis по снижению активной кислотности 
во время ферментации и охлаждения

Table 4. Statistical characteristics of clusters of L. lactis strains in terms of a decrease in the actual acidity during fermentation and cooling

Параметр Первый кластер Второй кластер Третий кластер

Расчетные границы, °Т 1,85–1,93 1,76–1,84 1,67–1,75

Количество элементов в кластере, шт. 3 3 3

Номера штаммов L. lactis 618–5, 549–1, 663–12 738–2–3, 792–7, 703–2 429–6, 463–3–6, 637–4

Среднее значение, °Т 1,90 1,79 1,71

Минимальное фактическое значение, °Т 1,93 1,80 1,74

Максимальное фактическое значение, °Т 1,87 1,77 1,67
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Примечание: Δ 3ТК — прирост кислотности за период хранения 1–7 сут; Δ4ТК — прирост кислотности за период хранения 8–14 сут; Δ5ТК — прирост кислотности за период хранения 15–21 сут.

Рисунок 2. Прирост титруемой кислотности штаммов L. lactis в процессе хранения
Figure 2. Increase in the titratable acidity of L. lactis strains during storage
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Примечание: Δ 1pH — снижение активной кислотности за период ферментации; Δ 2pH — снижение активной кислотности за период охлаждения до (6 ± 1) °C.

Рисунок 3. Снижение активной кислотности в процессе ферментации и охлаждения
Figure 3. Decrease in the actual acidity during fermentation and cooling
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Еще более вариативным, как и  в  случае с  титруемой кислотно-
стью, был темп снижения активной кислотности в  процессе дли-
тельного хранения. Суммарное снижение активной кислотности за 
21 сутки находилось в диапазоне от 0,19 до 0,49 ед. рН.

Достоверность различий кислотообразующей активности между 
штаммами подтверждена статистическими результатами однофак-
торного ANOVA (p < 0,05), представленного в Таблице 6.

Таблица 6. Результаты однофакторного ANOVA
Table 6. Results of one-way ANOVA

Параметр
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Прирост кислотности 
за период ферментации 476,12 8 59,515 7,892 0,00018 2,355

Прирост кислотности 
при хранении 428,37 8 53,546 12,734 0,000003 2,355

Снижение рН за период 
ферментации 0,124 8 0,0155 4,327 0,0052 2,355

Снижение рН 
при хранении 0,148 8 0,0185 15,625 0,000001 2,355

Все исследованные параметры кислотообразующей активности 
демонстрируют статистически значимые различия между штам-
мами. Для прироста титруемой кислотности во время выработки 
P‑значение = 0,00018. Для постферментативной активности в  про-
цессе хранения различия более выражены, чем во время фермента-
ции (P‑значение = 0,000003). Обнаружены статистически значимые 
различия между штаммами по снижению активной кислотности во 
время хранения (р < 0,05). Отмеченные различия более выражены на 
фоне всех остальных проанализированных параметров фермента-
тивной активности исследованных культур.

Результаты теста Тьюки (Таблица 7)  выявили достоверные раз-
личия (p < 0,05) между штаммами L.  lactis по показателям кислото-
образующей активности во время выработки и  хранения. Согласно 
результатам анализа методом Тьюки, буквенные обозначения указы-
вают на статистически однородные группы, где штаммы с одинако-
выми буквами не имеют достоверных различий между собой (p > 0,05), 
а штаммы с разными буквами статистически значимо различаются. 
Анализ выявил сложную картину статистических взаимосвязей меж-
ду штаммами. Штамм 663–12 образует отдельную группу «a» по всем 
показателям, что свидетельствует о  его интересных свойствах — он 
статистически значимо отличается от всех других штаммов по всем 
изучаемым параметрам кислотообразующей активности.

Таблица 7. Результаты теста Тьюки
Table 7. Results of the Tukey test

Штамм
Буквенные обозначения попарного сравнения

Δ ВТК Δ ХТК Δ ВpH Δ ХpH

663–12 a a a a

637–4 b b b b

703–2 c c c b

549–1 d d d c

618–5 d e d c

792–7 d e c c

738–2–3 c d c c

463–3–6 e a b c

429–6 f f e c

Особый интерес представляет группа штаммов 549–1, 618–5 
и 792–7, которые по показателю Δ ВТК относятся к одной статисти-
ческой группе «d», что означает отсутствие значимых различий в их 
кислотообразующей активности во время выработки. Однако по 
другим параметрам они демонстрируют различную групповую при-
надлежность, что подчеркивает специфичность их метаболических 
характеристик.

Таблица 5. Статистические характеристики кластеров штаммов L. lactis по снижению активной кислотности 
в процессе хранения в течение 21 суток

Table 5. Statistical characteristics of clusters of L. lactis strains in terms of a decrease in the actual acidity during storage for 21 days

Параметр Первый кластер Второй кластер Третий кластер

Расчетные границы, °Т 0,40–0,49 0,30–0,39 0,19–0,29

Количество элементов в кластере, шт. 1 2 6

Номера штаммов L. lactis 663–12 703–2, 637–4 429–6, 463–3–6, 738–2–3, 792–7, 
618–5, 549–1

Среднее значение, °Т 0,49 0,37 0,22

Минимальное фактическое значение, °Т 0,49 0,36 0,19

Максимальное фактическое значение, °Т 0,49 0,38 0,24
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Примечание: Δ3pH — снижение активной кислотности за период хранения 1–7 сут; Δ4pH — снижение активной кислотности за период хранения 8–14 сут; 
Δ5pH — снижение активной кислотности за период хранения 15–21 сут.

Рисунок 4. Снижение активной кислотности во время хранения
Figure 4. Decrease in the actual acidity during storage
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Таким образом, наиболее сильные различия между штаммами 
наблюдались по их способности подкислять продукт в период хра-
нения при температуре (6 ± 1) °C, что может быть обусловлено их 
генетическими различиями в ферментативной активности и устой-
чивости к низким температурам. Проведенный кластерный анализ 
выявил физиологические закономерности кислотообразования 
у изученных штаммов L. lactis. Выделенные три кластера представ-
ляют собой различные метаболические профили, определяющие 
потенциальное применение штаммов в технологических процессах.

В  итоге кластерный анализ позволил распределить изученные 
штаммы лактококков на три группы по характеру ферментативного 
профиля при различных температурных режимах. По интенсивно-
сти ферментативной активности в период ферментации и охлажде-
ния до температуры хранения, а также по показателю ацидофикации 
в  процессе хранения к  первому кластеру были отнесены штаммы 
с наибольшей активностью, ко второму классу — штаммы с умерен-
ной и  к  третьему классу  — с  минимальной кислотностью. Но при 
составлении заквасочных консорциумов для различных ферменти-
рованных молочных продуктов выбор штаммов будет определяться 
не только номером класса, но и целевыми показателями. Например, 
при формировании консорциумов для производства сметаны, кис-
ломолочных напитков и творога с длительными сроками годности 
одним из целевых показателей будет уровень кислотообразования 
при температуре хранения.

Несмотря на наглядность предварительной кластеризации мето-
дом равных интервалов, для многомерного анализа всего комплекса 
параметров, более убедительного обобщения и выявления скрытых 
структур в данных потребовалось применение более совершенных 
методов — в частности, кластерного анализа по методу Уорда с ис-
пользованием евклидовой метрики расстояния. Это позволило объ-
ективно сгруппировать штаммы по сходству физиологических про-
филей (Рисунок 5 и Рисунок 6).

Исходя из результатов анализа, представленных на финальной 
тепловой карте (Рисунок 6), штаммы-лидеры по кислотообразую-
щей активности во время выработки (L.  lactis 663–12, 792–7, 618–5 
и  549–1) демонстрируют наибольшую скорость первичного кисло-
тообразования, что проявляется в  значениях прироста титруемой 
кислотности после сквашивания 73,67 °T, 70,00 °T, 69,00 °T и 69,00 °T 

соответственно. Эта характеристика критически важна для произ-
водств с  сокращенным циклом ферментации. Высокие значения 
снижения активной кислотности у  этих штаммов (1,93, 1,80, 1,89 
и 1,87 ед. pH соответственно) дополнительно подтверждают их спо-
собность к интенсивному подкислению среды во время фермента-
ции при оптимальной температуре.

Напротив, штаммы L.  lactis 738–2–3, 618–5 и  792–7 с  низкой по-
стацидофикацией, прирост титруемой кислотности которых при хра-
нении составил 7,3 °T, 5,0 °T и  4,7 °T соответственно, представляют 
особый интерес при производстве продуктов с  пролонгированным 
сроком годности. Их слабая способность кислотообразования при 
низких температурах хранения может свидетельствовать о стабиль-
ности продукта после окончания основного технологического цикла.

Особенно показателен случай штамма L.  lactis 429–6, который 
при относительно слабой кислотообразующей активности, обеспе-
чивающей увеличение титруемой кислотности на 54,7 °T во время 
выработки, проявлял значительную активность во время хранения 
(прирост за этот период составил 16,7 °T), что может указывать на 
адаптацию к стрессовым условиям.

Штамм L. lactis 663–12 продемонстрировал универсальность, входя 
в группу лидеров по обоим параметрам: прирост титруемой кислотно-
сти составил 73,7 °T во время выработки и 20,0 °T при хранении. Такой 
сбалансированный профиль кислотообразующей активности делает 
его ценным для универсальных производственных линий, где требует-
ся как быстрое сквашивание, так и интенсивный рост кислотности при 
низких температурах. Например, в сыроделии высокая ферментатив-
ная активность при созревании важна как с точки зрения обеспечения 
безопасности продукта из-за быстрой утилизации остаточной лакто-
зы, так и с точки зрения интенсивности процесса созревания.

Группа штаммов 2 класса со средними показателями (L. lactis 738–2–3 
и  703–2) является перспективной для технологий, где требуется 
предсказуемое и  стабильное кислотообразование без экстремаль-
ных значений. Их умеренная активность может быть преимущест-
вом в  производстве продуктов с  нежным вкусовым профилем, где 
избыточно выраженная кислотность нежелательна. Штамм L.  lactis 
463–3–6, показавший наиболее низкие значения по всем пара-
метрам, тем не менее представляет ценность как потенциальный 
компонент поливидовых многоштаммовых бактериальных заква-

Примечание: а — Δ ВТК, b — Δ ХТК, c -Δ ВpH, d — Δ ХpH

Рисунок 5. Дендрограммы результатов иерархической кластеризации
Figure 5. Dendrograms of the results of the hierarchical clustering
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сок, где его умеренная активность может служить балансиром для 
более метаболически активных штаммов.

Вариабельность в  кислотообразующей активности молочнокис-
лых бактерий во время хранения может быть связана с экспрессией 
генов холодового шока, с различной устойчивостью к низкому уров-
ню активной кислотности и  со способностью утилизировать оста-
точные субстраты в готовом продукте.

Изучение особенностей ферментации молочнокислых бактерий, 
в т. ч. L. lactis, продолжает вызывать интерес исследований как в Рос-
сии, так и за рубежом. При этом объектами исследований являются 
и коллекционные культуры, и новые эффективные штаммы, поиск 
которых продолжается среди различных природных и производст-
венных источников, несмотря на то, что было выделено и охаракте-
ризовано множество штаммов [15,32–34]. К примеру, В. А. Семенова 
с  соавторами  [35] при оценке коллекционных культур лактококков 
применили классический принцип отбора штаммов, пригодных для 
включения в состав заквасок для кисломолочных продуктов, и отне-
сли к наиболее важным свойствам L. lactis высокую скорость скваши-
вания, способность образовывать сгустки с  колющейся консистен-
цией и хорошо отделяющейся сывороткой. Было выбрано 4 штамма 
L. lactis, которые сквашивали молоко за 6,0–7,5 часов и обеспечивали 
титруемую кислотность от 87 °Т до 115 °Т. В  работе Е.  М.  Трубицы-
ной [36] с соавторами при выделении и оценке биотехнологического 
потенциала культур лактококков, перспективных для использова-
ния в составе бактериальных заквасок, также исследовалась только 
интенсивность кислотообразования при оптимальной температуре. 
Отобранные ими 20 штаммов лактококков имели предельную титру-
емую кислотность от 100,87 до 113,10 °Т [36].

В  статье Li с  соавторами  [37] представлены результаты поиска 
штаммов лактококков, пригодных для использования в качестве за-
квасок из традиционных китайских кисломолочных продуктов, а так-
же исследования характера ферментации 227 выделенных «диких» 
изолятов. При этом авторы обнаружили 55 изолятов, сквашивающих 
молоко за 12 часов при внесении инокулята из расчета количества 
клеток 106–107 КОЕ/см3, а у остальных изолятов продолжительность 
сквашивания молока варьировала в  широком диапазоне вплоть до 
40 часов. Выявлено 16 изолятов (29 % от 12-часовых изолятов), кото-
рые обладали хорошей скоростью ферментации и  низкой постаци-
дофикацией при хранении. На этом основании авторы высказали 
мнение о высоком уровне генетического разнообразия среди «диких» 
штаммов вида L. lactis, требующего дальнейшего изучения.

В нашем исследовании доля культур активных кислотообразова-
телей с низким уровнем ацидофикации при хранении (три штамма 
с  высокой скоростью ферментации, что составляет 33 % от девяти 
исследованных) была аналогичной описанной в работе Li с соавто-
рами  [37]. При этом все исследованные нами штаммы сквашивали 
молоко за 6 ч при дозе внесения 2,8 × 107 КОЕ/см3. Это может быть об-
условлено тем, что при формировании биобанкинга производствен-

но-ценных культур во ВНИИ маслоделия и сыроделия использовал-
ся принцип отбора из различных природных и  производственных 
источников культур L.  lactis и L. cremoris c высоким кислотообразу-
ющим потенциалом. Однако полученные результаты исследований 
позволяют предполагать, что скрининг большого числа лактококков, 
численность которых в коллекции микроорганизмов ВНИИ маслоде-
лия и сыроделия составляет более 3500 штаммов, может выявить до-
статочное количество штаммов с различным ферментативным про-
филем, включая штаммы с высоким уровнем метаболизма лактозы 
в процессе основной ферментации одновременно с низкой ацидо-
фикацией при низких температурах хранения молочной продукции.

4.	 Выводы
Проведенные исследования показали, что ферментативные осо-

бенности штаммов L.  lactis при развитии в  молоке при различных 
температурных условиях обусловлены штамм-специфическими ха-
рактеристиками, но не таксономической принадлежностью. Это сле-
дует из выраженной вариабельности кислотообразующей активно-
сти среди близкородственных штаммов как в процессе ферментации 
при оптимальной температуре, так и  при охлаждении и  хранении 
при низкой температуре.

Результаты этой работы дополняют существующие фенотипиче-
ские данные о характеристике ферментации культур L.  lactis subsp. 
lactis. Кроме того, выявлены штаммы с  хорошей интенсивностью 
ферментации и низким уровнем ацидофикации, потенциально при-
годные в качестве заквасочных культур для изготовления кисломо-
лочных продуктов с длительными сроками хранения.

Практическая значимость результатов заключается в возможно-
сти целенаправленного дифференцированного подбора штаммов 
для специализированных технологических задач. Выявленные зако-
номерности позволяют прогнозировать ход технологического про-
цесса при использовании поливидовых заквасок и оптимизировать 
их состав для достижения идентификационных органолептических 
характеристик ферментированных молочных продуктов.

Полученные данные также подчеркивают необходимость пере-
смотра традиционных подходов к оценке заквасочных культур, где 
акцент часто делается исключительно на скорости кислотообразова-
ния, без учета постферментативного потенциала. Использованный 
в  данном исследовании подход к  моделированию температурных 
режимов, характерных для технологии различных ферментирован-
ных молочных продуктов, требует дальнейшего совершенствования 
и исследований на большом количестве штаммов. Кластерный ана-
лиз и интегральная оценка кислотообразующей активности коллек-
ционных культур на всех технологических этапах позволит шире 
раскрыть потенциал штаммов и  оптимизировать их применение 
в современной молочной промышленности при изготовлении раз-
личных ферментированных молочных продуктов. Эти показатели 
планируется внести в пополняемую базу данных.

Рисунок 6. Тепловая карта кластеров штаммов L. lactis по показателям кислотообразования
Figure 6. Cluster heat map of L. lactis strains by indicators of acid formation
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