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Изучено влияние условий культивирования на интенсивность роста и продуци-
рования бактериоцина штамма Enterococcus faecium S5. Максимальный рост E. faecium 
S5 был обнаружен в М17L среде и наибольший бактериоциновый титр проявился в ран-
ней стационарной фазе роста культуры. Оптимальное значение стартовой численности 
популяции клеток продуцента для максимального синтеза бактериоцина составляло 107 
- 107,5 КОЕ/мл. Наиболее высокая активность бактериоцина и плотность бактериаль-
ных клеток в среде штамма E. faecium S5 были обнаружены при +370С и при стартовом 
значении рН 6.0.  
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Представители рода Enterococcus найдены во многих традиционных 

кисломолочных продуктах, изготовленных в средиземноморских  и ближ-
невосточных странах, а так же в странах Закавказья, из сырого овечьего, 
коровьего или козьего молока [2, 5, 7, 12]. Эти бактерии в настоящее 
время играют фундаментальную роль в изготовлении ферментированных 
кисломолочных продуктов, вероятнее всего благодаря протеолизу, липо-
лизу и расщеплению цитратов, следовательно, добавляя уникальный вкус 
и аромат к этим продуктам [1, 9, 13]. Они также играют роль защитных 
агентов против различных патогенов, в том числе, против представителей 
рода  Listeria - известного микроба, присутствующего в мясе и молочных 
продуктах. Это происходит благодаря их способности выделять антимик-
робные пептиды, называемые бактериоцинами [1, 6, 12].  

Хотя энтерококки длительное время используются в качестве заква-
сочной культуры для изготовления различных видов сыров, они иногда 
ассоциируются с патогенностью. Предполагается, что они развивают эн-
докардит, бактериемию и инфекции мочевого тракта [8]. Следовательно, 
для защиты продуктов ферментации, в качестве добавки целесообразно 
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вносить не самих штаммов энтерококков, а их бактериоцинов [9, 14]. В 
таком случае возникает необходимость оптимизировать энтероциногенез, 
чтобы получить большое количество антимикробной субстанции. Этот 
процесс зависит от многих факторов, которые не редко являются штамм 
специфичными [8, 9]. 

В данной работе мы изучали влияние условий культивирования на 
рост и секрецию бактериоцина штамма E. faecium S5, изолированного 
нами из кисломолочных продуктов Азербайджана [12].  

 
Материалы и методы 

Изолирование штамма и обнаружение его антимикробной активнос-
ти проводилось по ранее описанной методике [2]. В качестве пассивных 
культур выбирали Lactobacillus bulgaricus 340, которые были культиви-
рованы в МРС среде. Штамм-продуцент E. faecium S5 выращивали в 
М17L среде при +370С. Все используемые питательные среды были про-
изводства Difco (Detroit, США) и имели следующий состав: MРС-среда (в 
%) (De Man, Rogosa and Sharpe): дрожжевой экстракт – 0.5; мясной 
экстракт-1.0; пептон-1.0; глюкоза-2.0; лимоннокислый аммоний-0.2; ук-
суснокислый натрий-0.5; твин 80-0.1; K2HPO4-0.2; MgSO4•7H2O - 0.02; 
MnSO4•4H2O, + 370С); M17 среда (в г/л): соевый пептон (5.0), мясной 
пептон (2.5), казеиновый пептон (2.5), дрожжевой экстракт (2.5), мясной 
экстракт (5.0), аскорбиновая кислота (0.5), сульфат магния (0.25), гли-
церофосфат натрия (19.0), лактоза (5.0). При 25°C pH М17 равно 7.0 ± 0.2;  
Остальные реактивы – фирмы Sigma-Aldrich (США). 

Антимикробную активность штамма определяли методом диффузии 
и оценивали посредством анализа критического разбавления, как описано 
ранее [12].  

рН культуральной жидкости изменяли с помощью 5 N NaOH и 5 N 
HCl. Инкубацию проводили в течении ночи при нужных температурных 
условиях. Перед определением антимикробной активности в каждом об-
разце рН доводили до 6,5. 

Динамику продуцирования бактериоцина изучали через каждый оп-
ределенный интервал времени, при которых также проверяли рост клеток 
путем измерения оптической плотности суспензии (ОП при 600 нм) и рН.  

 
Результаты и их обсуждение 

Для достижения поставленной цели сначала мы следили за динами-
кой роста культуры, синтезом органических кислот и бактериоцина штам-
ма E. faecium S5 в М17L среде при +370С. На рис. 1 отражены результаты 
этих исследований. Из рисунка видно, что максимальный рост культуры 
наблюдался на 14 ч. культивирования штамма и приравнялся значению 
4,83. Такое значение оптической плотности клеток не претерпело зна-
чительным изменениям до конца времени культивирования, которое 
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продолжалось 24 ч. При этом, рН культуральной жидкости от изна-
чального значения рН 6,5, опустилось до отметки рН 4,9 и оставалось на 
этом уровне до конца наблюдений.   

Первые признаки проявления антимикробной активности в культу-
ральной жидкости были обнаружены на 4 ч культивирования, который 
соответствовал фазе ускорения роста. Активность бактериоцина достигала 
своего максимального значения в начале стационарной фазы и прирав-
нялась 1600 ПЕ/мл. Однако дальнейшее культивирование штамма сопро-
вождалось падением его бактериоциновой активности. Так, на 16 ч актив-
ность бактериоцина уменьшилась на 200 ПЕ/мл, на 20 ч – еще на 200 ПЕ/мл 
и приравнялась к 1200 ПЕ/мл, что составляло 75% максимальной актив-
ности.  

По литературным данным, фазы обнаружения максимального значе-
ния антимикробной активности бактериоцинов отличаются у разных 
штаммов – продуцентов. Так, например, в подобных экспериментах со 
штаммами E. faecium IM1 и E. faecium AQ71, максимальная активность 
бактериоцина была обнаружена на экспоненциальной фазе роста [3, 8]. В 
этом отношении наши результаты отличались от этих экспериментов, но 
сходились с результатами Yamamoto и его сотрудников, которые исследо-
вали динамику синтеза бактериоцина штамма E. faecalis RJ-11 и обна-
ружили максимальную активность в начале стационарной фазы роста 
штамма – продуцента [21]. Такое различие в полученных результатах мо-
жет быть связано с рН средой и температурой культивирования, составом 
питательной среды, различными протеолитическими ферментами, а также 
адсорбцией молекул бактериоцина на поверхность клеточной стенки 
штамма-продуцента. Последний фактор также стал причиной редуциро-
вания активности бактериоцина штамма E. faecium S5 на 25%. 

S5
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Рис. 1. Динамика роста, подкисления среды и продуцирования бактериоцина штамма  
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           E. faecium S5 в M17 – среде при +370 С. Пассивная культура - Lb. bulgaricus 340 
В следующей серии экспериментов мы исследовали зависимость бак-

териоцинового титра от состава среды культивирования и стартового ко-
личества бактерий – продуцентов. Результаты первого опыта отражены на 
рис. 2. Как видно из этого рисунка, штамм был культивирован в 7 разных 
средах - М17L, М17G, МРС, TGE, BHI, ART и томатном соке. Однако са-
мая высокая активность бактериоцина была обнаружена в культуральной 
жидкости штамма в М17L среде. Активность бактериоцина в этой среде 
была равна 1600 ПЕ/мл. Ближайший показатель бактериоцинового титра 
был обнаружен в М17G и МРС средах – 400 ПЕ/мл, что составило только 
¼ часть активности, обнаруженной в М17L среде. При этом интенсивность 
роста исследуемого штамма в этих средах практически не уступила росту 
в М17L среде. Самой неудачной средой для роста и продуцирования 
бактериоцина штамма E. faecium S5 была BHI – среда и томатный сок. В 
обеих средах рост штамма был слабым, а бактериоциновая активность 
составила всего 100 ПЕ/мл.   

M17L M17G MRS TGE BHI ART Томатный сокрН
 с

ре
ды

 и
 о

пт
ич

ес
ка

я 
пл

от
но

ст
ь 

ку
ль

ту
ры

 (6
00

нм
)

0

1

2

3

4

5

6

7

Ак
ти

вн
ос

ть
 б

ак
те

ри
оц

ин
а 

(П
Е/

мл
)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

ОП (600нм)
рН
ПЕ/мл

 
Рис. 2.  Влияние различных питательных сред на рост, подкислению среды и на 
бактериоциновую активность штамма E. faecium S5. (Время культивирования 12 
ч при +370 С. Пассивная культура - L. bulgaricus 340) 
 

Вопреки нашим результатам, многие исследователи сообщили, что 
лучшей средой для роста и синтеза бактериоцина является MRS среда [2, 
18-20], в составе которой отсутствует лактоза.  Видимо, в отличие от глю-
козы, данный источник углерода необходим для синтеза и секреции бак-
териоцина штамма E. faecium S5. Примечательно, что добавление в ба-
зовую М17 среду в эквивалентном с MRS количестве (0,5%) глюкозы  
(М17G среда) не приводило к повышению титра бактериоцина, хотя 
оптическая плотность культуры была одинаковой (1,8) во всех трех средах 
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– MRS, М17G и М17L. С другой стороны, почти такой же рост культуры 
мы наблюдали в ART- среде, в состав которой также входит 0,5% глюкоза. 
При этом титр бактериоцина в ней составлял всего лишь 100 ПЕ/мл. 
Однако по результатам Cheigh и др. (2002), для роста и продуцирования 
бактериоцина штамма Lactococcus lactis A 164, лучшим источником угле-
родного питания также была лактоза [5]. 

В следующей части наших опытов мы изучали зависимость бакте-
риоцинового титра от стартового значения живых бактерий, которое было 
внесено в среду культивирования. Результаты этих опытов суммированы 
на рис. 3.  
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Рис. 3. Зависимость активности бактериоцина от стартового  значения живых 

бактерий E. faecium S5 в М17L среде, при +370С (Время культивирования 
12 ч, пассивная культура - L. bulgaricus 340) 

  
Из этого рисунка видно, что по мере увеличения численности бакте-

рий штамма – продуцента повышается также антимикробная активность 
бактериоцина. Так, например, увеличение концентрации клеток проду-
цента  на 2 порядка приводило к повышению активности бактериоцина на 
700 ПЕ/мл, а при внесении в среду бактерий в численности 106 единиц 
активность бактериоцина была равна 3,200 ПЕ/мл. Такая тенденция про-
должалась до значения концентрации клеток 107, при котором титр бак-
териоцина составлял 4800 ПЕ/мл. Такой же титр был обнаружен в среде с 
концентрацией клеток в популяции 107,5, т.е., 31,6 миллионов единиц. 
Однако дальнейшее аналогичное увеличение численности бактерий отри-
цательно отражалось на титре бактериоцина и он упал до значения 4200 
ПЕ/мл, что на 12,5% ниже предыдущего значения, а при численности 
бактерий 108 единиц активность бактериоцина упала еще на 600 единиц и 
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была равна 3800 ПЕ/мл. Это может быть связано с нарушением равно-
весия между интенсивностью секреции бактериоцина и скоростью его 
адсорбции на поверхность клеток продуцента в пользу последней.   

Таким образом, для максимального продуцирования бактериоцина 
штамма E. faecium S5, оптимальной средой явилась М17L среда, а опти-
мальным значением стартовой численности популяции клеток продуцента 
составляло 107  - 107,5  клеток в каждом мл среды.  

В следующей серии исследований мы изучали зависимость про-
цессов роста, синтеза и секреции бактериоцина штамма E. faecium S5 от 
температуры культивирования и рН среды. На рис. 4 отражены результаты 
влияния различной температуры на динамику прослеживаемых процессов. 
Из этого рисунка следует, что интенсивность роста культуры при раз-
личных температурных условиях отличалась друг от друга. Так, наиболее 
интенсивный рост штамма наблюдали при +370С. При этом максимальная 
оптическая плотность культуры составляла 5,8. Понижение температуры 
среды значительно ослабло рост культуры. Например, при +300С макси-
мальный рост культуры составил 5,1, а при +250С аналогичный показатель 
составлял 3,6. Судя по полученным данным, наивысшая бактериоциновая 
активность была обнаружена также при +370С. При низких температурных 
условиях культивирования интенсивность синтеза бактериоцина также 
замедлялась. Максимальный бактериоциновый титр в культуре при +370С 
составлял 3800 ПЕ/мл, при +300С – 3400 ПЕ/мл, а при +250С он при-
равнялся к 1800 ПЕ/мл, что более чем в 2 раза ниже активности обна-
руженной при +370С.  
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Рис. 4. Влияние температуры культивирования на динамику роста  и секрецию 

бактериоцина штамма E. faecium S5 (стартовый рН среды 6.5) 
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Результаты опытов по изучению зависимости роста и бактериоцино-
вой активности штамма E. faecium S5 от рН среды суммированы на рис. 5. 
Из этого рисунка видно, что максимальный рост  штамма и максимальная 
активность его бактериоцина были обнаружены при начальном значении 
рН среды 6.0, в котором эти численные значении достигали уровня 5,82 и 
3800 ПЕ/мл, соответственно. Понижение или повышение стартового зна-
чения рН среды на 0.5 единиц приводило к редуцированию бактериоци-
новой активности на 26% (при рН5.5) и 10,5% (при рН 6.5), соответ-
ственно. Наименьшая бактериоциновая активность и самый слабый рост 
культуры были обнаружены при рН 4.5 и рН 7.0. Так, при рН 4.5 ОП куль-
туры составлял 3,2 единиц, а при рН 7.0 – 3, 32 единиц. В обоих значения 
рН бактериоциновая активность приравнялась к 1800 ПЕ/мл, что на 53% 
была ниже максимального значения, обнаруженного при рН 6.0.  

Таким образом, наиболее высокая активность бактериоцина и плот-
ность бактериальных клеток в среде штамма E. faecium S5 были обнару-
жены при +370С и при стартовом значении рН 6.0. Полученные резуль-
таты наводят на мысль о том, что температура культивирования и стар-
товое значение рН среды играют существенную роль в процессах роста и 
секреции бактериоцина данного штамма.  
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Рис. 5. Влияние изначального значения рН среды на динамику роста  и секрецию 

бактериоцина штамма E. faecium S5 (температура культивирования - +370С) 
  

По литературным данным, оптимальное значение температуры среды 
для роста и синтеза бактериоцина отличаются у разных штаммов – про-
дуцентов. При этом оптимальное значение этого фактора для роста штам-
ма не всегда способствует максимальному синтезу бактериоцина или, нао-
борот. Так, например, максимальное количество биомассы штамма Lacto-
bacillus lactis subsp. lactis A164 было обнаружено при  +370С. Но, макси-
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мальный бактериоциновый титр в этой культуре сформировался при 
+300С [5]. Оптимальной температурой роста Enterococcus faecium M13 
была 360С, хотя максимальная энтероциновая активность была обнару-
жена при 320С [2]. В отличие от этих результатов, в наших экспериментах 
оптимальная температура роста штамма Enterococcus faecium S5 совпала с 
оптимальной температурой синтеза бактериоцина (+370С). Такое совпа-
дение было обнаружено и в трудах ряда исследователей [13-14]. 

Такая же картина вырисовывалась при анализе оптимальных зна-
чений стартового рН среды для роста и синтеза бактериоцина различными 
штаммами продуцентами. Так, оптимальное значение стартового рН для 
роста и секреции бактериоцинов для таких штаммов, как Lactococcus lactis 
[14], L. brevis OG1 [13], так же как у штамма E. faecium S5, было одина-
ковым. У одних оно составляло 6.5, у других 6.0, а у штамма L. brevis OG1 
была еще ниже – 5.5. Однако стартовое рНопт для роста культуры E. fae-
cium М13 было 6,8, тогда как наибольшая активность бактериоцина 
наблюдалась при рН 6,2 [2]. 

Таким образом, максимальный рост E. faecium S5 был обнаружен в 
М17L среде и наибольший бактериоциновый титр проявился в ранней 
стационарной фазе роста культуры. Оптимальное значение стартовой 
численности популяции клеток продуцента для максимального синтеза 
бактериоцина составляло 107 - 107,5 КОЕ/мл. Наиболее высокая активность 
бактериоцина и плотность бактериальных клеток в среде штамма E. 
faecium S5 были обнаружены при +370С и при стартовом значении рН 6.0.  
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KULTURAL AMİLLƏRİN ENTEROCOCCUS FAECIUM S5 ŞTAMININ 

BÖYÜMƏSİNƏ VƏ BAKTERİOSİN SİNTEZİNƏ TƏSİRİ 
 

S.Q.GÜLƏHMƏDOV, N.A.ABDULLAYEVA  
 

XÜLASƏ 
 

Kultural amillərin Enterococcus faecium S5 ştamının böyüməsinə və bakteriosin sinte-
zinə təsiri öyrənilmişdir. Kulturanın maksimal böyüməsi М17L mühitində müşahidə edilmiş 
və ən yüksək bakteriosin titri erkən stasionar fazaya təsadüf etmişdir. Maksimal bakteriosin 
sintezi üçün diri produsent hüceyrələrin başlanğıc sayı 107 - 107,5 DH/ml intervalında olmuş-
dur. Enterococcus faecium S5 ştamının maksimal böyüməsi və ən çox bakteriosin ifrazı +370С 
temperaturda və mühitin başlanğıc pH -nın 6.0 qiymətində müşahidə edilmişdir.  

 
Açar sözlər: Enterococcus faecium, bakteriosin, antimikrob fəallıq, optimallaşdırma. 
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INFLUENCE OF CULTURAL CONDITIONS ON THE PRODUCTION  
OF BACTERIOCIN BY ENTEROCOCCUS FAECIUM S5  

 
S.G.GULAHMADOV, N.A.ABDULLAYEVA  

 
SUMMARY 

 
The influence of cultural conditions on the production of bacteriocin by Enterococcus 

faecium S5 was investigated. The maximum growth of E. Faecium S5 was found in the M17L 
medium and largest bacteriocin titer appeared at the early stationary growth phase of the cul-
ture. The optimum value of the starting population of cells producing maximum bacteriocin 
synthesis was 107 – 107,5 CFU/ ml . The highest bacteriocin activity and maximum bacterial 
cell density of the strain E. faecium S5 were found at + 370 C, and on initial pH of 6.0. 
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