
Би о ин ги би ру ю щие ве щес т ва пред с тав ля ют
со бой син те зи ру е мые бак те ри я ми (бак те ри о ци ны)
или дрож жа ми (ми ко ци ны) про дук ты, ко то рые от -
ли ча ют ся друг от дру га по мо ле ку ляр ной мас се,
хи ми чес ко му сос та ву и спек т ру дей с т вия [1].

По лу че ние  но вых би о ин ги би ру ю щих  про -
дук тов на ос но ве про би о ти чес ких мик ро ор га низ -
мов и сек ре ти ру е мых ими би о ло ги чес ки ак тив -
ных ве ществ яв ля ет ся ак ту аль ной за да чей. За по -

с лед ние два де ся ти ле тия проб ле ма при об ре ла бо -
лее серь ез ный ха рак тер, так как возросло чис ло
бак те рий, ус той чи вых к дей с т вию ан ти би о ти ков,
что при во дит к уве ли че нию рас п рос т ра не ния бо -
лез ней [2]. 

Би о ин ги би ру ю щие ве щес т ва име ют раз лич -
ную при ро ду [3]. В ли те ра ту ре опуб ли ко ва но мно -
го ра бот, пос вя щен ных клас си фи ка ции бак те ри о -
ци нов [1—4], а так же их би о син те зу и вы де ле нию
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Вы  де ле н ие и очис т  ка  би  о ин ги  би ру ю  ще го про дук та 
из  куль т у раль  ной ж ид кос  ти мо  лоч но  кис лых 
бак  те  рий  Lact obaci l lus acidoph ilus  1991  ВКПМ 6257 
и La ctobac i llus rhamnosus  ИН МИА 9614

Ис с ле до ван про цесс ионо об мен но го вы де ле ния и очис т ки би о ин ги би ру ю ще го  про -
дук та из куль ту раль ной жид кос ти (КЖ) мо лоч но кис лых бак те рий Lactobacillus
acidophilus и L. rhamnosus и оп ре де ле ны его оп ти маль ные па ра мет ры. Для очис т ки
це ле во го про дук та от со пут с т ву ю щих при ме сей элю а ты с ионо об мен ных ко лонн
под вер га ли эк с трак ции; опы ты по ка за ли, что на и бо лее эф фек тив ны ми эк с тра ген та -
ми яв ля ют ся ди ме тил ке тон, ди э тил ке тон и аце то нит рил. Вы ход це ле во го про дук та
из су пер на тан та КЖ с уче том воз в ра та рас т во ров в тех но ло ги чес кий цикл сос та ви л
~ 64 %, а мак си маль ная би о ин ги би ру ю щая ак тив ность по лу чен но го про дук та —
28000 Ае/мл. По ка за но, что со пут с т ву ю щий бак те ри цид ный эф фект мо лоч ной кис -
ло ты на рост грам по ло жи тель ных и гра мот ри ца тель ных куль тур про яв ля ет ся лишь
при pH  3,4 и кон цен т ра ции боль ше 0,5 %.

Kлю че вые сло ва: би о ин ги би тор, вы де ле ние, ион ный об мен, мо лоч ная кис ло та, эк с трак ция.

                                 
Агад жа нян Ар мен Еги ше вич, Тхру ни Фло ра Ну ба ров на, Ога ни сян Га я не Жор жи ков на, Еги ян Ка ри не Им ра нов на, Вар да нян
Ан д ра ник Ако по вич, Са ги ян Ашот Се ро бо вич.

Спи сок со кра ще ний: Ае (ан ти бак те ри а ль ная еди ни ца) — еди ни ца ак тив но сти био ин ги би ру ю ще го про дук та; АМП — ан ти мик -
роб ный пре па рат; ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ДМК — ди ме тил ке тон; ДЭК — ди э тил ке тон;
КОЕ — ко ло ние об ра зу ю щая еди ни ца; МКБ — мо лоч но кис лые бак те рии; СВ — су хое ве ще ст во; сре да MRS (Man — Ro go sa —
Sharp) — сре да Ман — Ро го за — Шарп.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



из КЖ в ла бо ра тор ных ус ло ви ях. В ря де ра бот
вы де ле ние бак те ри о ци на из КЖ пос ле уда ле ния
кле ток осу щес т в ля ют пу тем уль тра филь т ра ции
[4—7]. Да лее из пер ме а та бак те ри о цин вы са ли -
ва ют суль фа том ам мо ния, вы де лив ший ся оса -
док рас т во ря ют в цит ра те нат рия и ди а ли зу ют.
Ди а ли зат под вер га ют гель - филь т ра ции; соб ран -
ные фрак ции объ е ди ня ют и ли о филь но вы су ши -
ва ют. Су хую мас су рас т во ря ют в во де и под вер -
га ют ионо об мен ной очис т ке на ко лон ке кар бок -
си ме тил цел лю ло зы. Элю цию про во дят рас т во -
ром хло ри да нат рия, а соб ран ные ак тив ные
фрак ции сме ши ва ют, под вер га ют ди а ли зу и
фрак ци о ни ру ют с по мощью ВЭЖХ. Ак тив ные
фрак ции сме ши ва ют, ли о филь но вы су ши ва ют и
пос ле рас т во ре ния в во де про ве ря ют их бак те ри о -
цид ную ак тив ность.

Из вес тен спо соб вы де ле ния бак те ри о ци на
из КЖ, по лу чен ной при куль ти ви ро ва нии штам ма 
Lactobacillus plantarum F1 и Lactobacillus bre vis в
пи та тель ной сре де [8]. Сог лас но это му спо со бу, ос -
во бож ден ную от кле ток КЖ под вер га ют уль тра -
филь т ра ции и бак те ри о цин осаж да ют из пер ме а та 
суль фа том ам мо ния. Оса док рас т во ря ют в фос фат -
ном бу фе ре и ди а ли зу ют, пос ле че го бак те ри о цин
эк с тра ги ру ют ор га ни чес ки ми рас т во ри те ля ми, эк -
с тракт вы па ри ва ют, а по лу чен ный оса док рас т во -
ря ют в рас т во ре NaCI и оп ре де ля ют бак те ри о цид -
ную ак тив ность по лу чен но го ве щес т ва. Ана ло гич -
ный под ход к  вы де ле нию и очис т ке бак те ри о ци на 
из ло жен в ра бо те [3]. Окон ча тель ную очис т ку об -
раз ца це ле во го про дук та осу щес т в ля ют с по -
мощью ВЭЖХ. 

В ра бо те [9] для вы де ле ния бак те ри о ци на КЖ 
под вер га ют цен т ри фу ги ро ва нию и уль тра филь т -
ра ции, пос ле че го из пер ме а та це ле вой про дукт
ад сор би ру ют на си ли кат ных сор бен тах. Из по лу -
чен но го элю а та бак те ри о цин осаж да ют вы са ли -
ва ни ем суль фа том ам мо ния. Оса док рас т во ря ют
в во де и очи ща ют от при ме сей гель - филь т ра ци ей
или дру ги ми хро ма тог ра фи чес ки ми ме то да ми.

Та ким об ра зом, вы де ле ние би о ин ги би ру ю -
щих про дук тов из су пер на тан тов пред ла га ет ся
осу щес т в лять с при ме не ни ем та ких ме то дов, как
вы са ли ва ние суль фа том ам мо ния, рас т во ре ние об -
ра зо ва вше го ся осад ка в бу фер ном рас т во ре, ди а -
лиз, гель - филь т ра ция, ион ный об мен и ВЭЖХ
[3—6]. Ука зан ные под хо ды к вы де ле нию и очис т -
ке би о ин ги би ру ю щих про дук тов из КЖ при во дят
к зна чи тель ным зат ра там. 

Целью пред ла га е мой ра бо ты яв ля лась раз ра -
бот ка эф фек тив но го низ ко зат рат но го тех но ло ги -
чес ко го спо со ба вы де ле ния и очис т ки би о ин ги би -
ру ю ще го про дук та из КЖ мо лоч но кис лых бак те -

рий, ко то рый об ла дал бы сильным бак те ри о цид -
ным дей с т ви ем. Суть раз ра бо тан но го ком би ни ро -
ван но го спо со ба вы де ле ния и очис т ки би о ин ги би -
ру ю ще го про дук та из КЖ зак лю ча ет ся в том, что с 
по мощью ион но го об ме на из су пер на тан та вы де -
ля ет ся час тич но очи щен ный рас т вор ан ти мик роб -
но го про дук та, из ко то ро го да лее эк с трак ци он ным 
спо со бом уда ет ся по лу чить це ле вой про дукт с вы -
со кой би о ин ги би ру ю щей ак тив нос тью.

УСЛОВИЯ ЭСПЕРИМЕНТА 

Ра нее бы ла по ка за на ан ти мик роб ная ак тив -
ность КЖ шта мов Lactobacillus acidophilus  1991
ВКПМ 6257 и L. rhamnosus 2012 ИН МИА 9614,
обус лов лен ная син те зом бак те ри о ци на [10, 11]. 

Для вы де ле ния би о ин ги би ру ю щих ве ществ 
КЖ вы ше у ка зан ных ус лов но ана э роб ных штам -
мов, по лу чен ную пос ле вы ра щи ва ния  в сре де
MRS (Lactobacillus MRS Broth, США) при тем пе -
ра ту ре 37° в те че ние 48 ч, цен т ри фу ги ро ва ли в те -
че ние 20 мин при 2900 g. Су пер на тант под вер га ли 
уль тра филь т ра ции пу тем про пус ка ния его че рез
раз де ли тель ный уль тра филь т ра ци он ный ап па рат
с по лы ми во лок на ми АР-02м (Рос сия) пе ри о ди чес -
ко го дей с т вия. Из ем кос ти су пер на тант на со сом
по да ва ли в раз де ли тель ный ап па рат че рез мем б -
ран ный раз де ли тель, а да лее жид кость, обо га щен -
ная ма лоп ро ни ка ю щим ком по нен том че рез шлан -
го вый вен тиль воз в ра ща ет ся в ем кость ис ход но го
рас т во ра. Филь т рат из раз де ли тель но го ап па ра та
по ли нии филь т ра та нап рав ля ет ся в ем кость для
его сбо ра. Ра бо чая смесь цир ку ли ро ва ла по зам к -
ну то му кон ту ру. Раз де ли тель ным эле мен том в ап -
па ра те АР-02м яв ля ет ся пу чок па рал лель но уло -
жен ных по лых во ло кон, кон це вые час ти ко то рых
зак реп ле ны в плас т мас со вом блок - кол лек то ре. По -
вер х ность филь т ра ции ап па ра та сос тав ля ет 0,05 м2;
про из во ди тель ность по филь т ра ту при P=0,1 МПа 
и t=20° — от 2,3 до 6,5 л/ч; дли на раз де ли тель ной
ко лон ки — 410 мм. Ус та нов ка ра бо та ет от се ти пе -
ре мен но го то ка с нап ря же ни ем (220 ± 22) В и час -
то той (50 ± 0,5) Гц.

Да лее пер ме ат под вер га ли упа ри ва нию в ва -
ку у ме при 36—38° и ос та точ ном дав ле нии 0,01 МПа 
до со дер жа ния су хо го ве щес т ва (СВ) 27—30 %.
Для осаж де ния це ле во го про дук та к 30 мл упа -
рен но го пер ме а та при пе ре ме ши ва нии до бав ля ли
суль фат ам мо ния ква ли фи ка ции “х.ч.” (“Ре а хим”,
Рос сия) до дос ти же ния сте пе ни на сы ще ния рас т -
во ра, рав ной 35—80%; pH упа рен ных рас т во ров
сос тав лял 3,5 и 6,5, со от вет с т вен но. Пос ле 20-ми -
нутного пе ре ме ши ва ния мас су вы дер жи ва ли при 4°
в те че ние 20 ч. Об ра зо вав ший ся оса док от де ля ли
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от рас т во ра цен т ри фу ги ро ва ни ем в те че ние 15 мин
при  5400 g. Ана ло гич ный под ход был при ме нен
при осаж де нии  би о ин ги би ру ю ще го ве щес т ва  изо -
п ро па но лом ква ли фи ка ции “х.ч.” (“Ре а хим”). Объ -
ем ное со от но ше ние упа рен но го рас т во ра и изоп ро -
па но ла сос тав ля ло от 1:0,5 до 1:10. Из об ра зо вав -
ше го ся осад ка го то ви ли 5%-ный вод ный рас т вор
и в нем оп ре де ля ли ан ти мик роб ную ак тив ность. 

Сле ду ю щим эта пом очис т ки бы ла сор б ция
би о ин ги би ру ю ще го ве щес т ва из су пер на тан та
КЖ. Для это го пос лед ний про пус ка ли че рез две
пос ле до ва тель но со е ди нен ные ионо об мен ные ко -
лон ки. Пер вая сос то я ла из ка ти о ни та КУ-2x8 (Рос -
сия), вто рая — из ани о ни та ЭДЭ-10П (Рос сия) в
H+ и OH– фор ме, со от вет с т вен но. Ли ней ная ско -
рость по то ка су пер на тан та по нап рав ле нию сни зу
вверх сос тав ля ла 0,034 см/c. В про цес се сор б ции
пер вую ко лон ку ис поль зо ва ли для ре гу ли ро ва ния
pH рас т во ра в фа зе ани о ни та. Объ ем ка ти о ни та в
ко лон ке сос тав лял 12% , а ани о ни та 35% от об ще -
го объ е ма про пу щен но го су пер на тан та. Так как би -
о ин ги би ру ю щее ве щес т во име ет ско рее все го ани -
он ную при ро ду, то оно сор би ру ет ся на ани о ни те.
Пос ле окон ча ния по да чи су пер на тан та смо лы про -
мы ва ли во дой до со дер жа ния СВ в вы хо дя щей со
смо лы жид кос ти, рав но го нулю. За тем сор би ро ван ный
це ле вой про дукт элю и ро ва ли со смо лы 3%-ным
ам ми ач ным рас т во ром при ско рос ти по то ка элю ен -
та по нап рав ле нию свер ху вниз, рав ной 0,02 см/c.
Фрак ции, об ла да ю щие би о ин ги би ру ю щей ак тив -
нос тью (см. ни же), объ е ди ня ли и под вер га ли ва ку -
ум -у па ри ва нию до со дер жа ния СВ, рав но го
50—52 %, и пос ле раз бав ле ния оп ре де ля ли би о ин -
ги би ру ю щую ак тив ность  по лу чен но го про дук та.

Для эк с трак ции про дук та из элю а та ионо об -
мен ной ко лон ки к 20 мл элю а та до бав ля ли обыч но 
рав ный объ ем ор га ни чес ко го рас т во ри те ля со от -
вет с т ву ю ще го ти па (см. раз дел «Ре зуль та ты и об -
суж де ние») (про из вод с т ва “Кри ох ром” и “Ре а -
хим”, Рос сия) и пос ле 10-минутной эк с трак ции мас -
су ос тав ля ли для раз де ле ния фаз на 20 мин. Слои
раз де ля ли, ва ку ум -у па ри ва ни ем ор га ни чес кий
рас т во ри тель от де ля ли от эк с трак та и вод но го
слоя и из ме ря ли би о ин ги би ру ю щую ак тив ность
упа рен ных рас т во ров. Упа рен ный вод ный рас т -
вор при со е ди ня ли к ис ход но му су пер на тан ту для
ионо об мен ной очис т ки. 

Со дер жа ние би о ин ги би ру ю ще го про дук та
в раз лич ных об раз цах оп ре де ля ли ме то дом об ра зо -
ва ния ин ги би ру ю щей зо ны на тес т - куль ту рах. Ус -
лов ной еди ни цей ан ти бак те ри аль ной ак тив нос ти
(Aе/мл) счи та лась ве ли чи на раз бав ле ния, при ко -
то рой об ра зец да вал ми ни маль ную зо ну (ди а мет -
ром 2 мм) по дав ле ния рос та тес т - куль тур [12].

В ка чес т ве ис с ле ду е мых тес т - куль тур ис -
поль зо ва ли ус лов но- па то ген ные бак те рии ро дов
Escherichia coli К-12, Salmonella typhimurium Г-38
и Bacillus subtilis Г-17-89, на хо дя щи е ся в кол лек -
ции мик ро ор га низ мов НПЦ “Ар м би о тех но ло -
гия”. Вы ра щи ва ние куль тур про во ди ли в пи та тель -
ной сре де (Lactobacillus MRS Agar) при 30° в те че -
ние 18 ч до тит ра, рав но го 105—106 КОЕ/мл.

Для ус т ра не ния не га тив но го эф фек та ор га -
ни чес ких кис лот на тес т -ор га низ мы (см. раз дел

«Ре зуль та ты и об суж де ние») pH ана ли зи ру е мых
об раз цов под дер жи ва ли рав ным 6,0 до бав ле ни ем
сте риль но го 1 н. рас т во ра NaOH (“Ре а хим”). 

Со дер жа ние СВ в рас т во ре из ме ря ли на реф -
рак то мет ре L-40 (Polskie Zaklady Optyczne Mis -
ka-25, Поль ша).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Про ве ден ные на ми ис с ле до ва ния по ка за ли,
что с по мощью вы са ли ва ния суль фа том ам мо ния
или осаж де ния изоп ро па но лом при раз лич ных зна -
че ни ях pH из упа рен но го пер ме а та КЖ двух ис -
поль зу е мых штам мов не уда ет ся ко ли чес т вен но
вы де лить би о ин ги би ру ю щий про дукт не за ви си мо 
от сте пе ни на сы ще ния рас т во ра суль фа том ам мо -
ния (от 35 до 80 %) и объ ем но го со от но ше ния рас т -
вор : изоп ро па нол (от 1:0,5 до 1:10), со от вет с т вен но. 
Оче вид но, что при чи на от сут с т вия об ра зо ва ния
осад ка би о ин ги би ру ю ще го про дук та мо жет быть
свя за на с его не боль шой мо ле ку ляр ной мас сой
(~700—1400 Да) и вы со кой рас т во ри мос тью [13].

Учи ты вая вы шес ка зан ное, для вы де ле ния би -
о ин ги би ру ю ще го аген та из су пер на тан та был при ме -
нен ме тод ионо об мен ной хро ма тог ра фии пос ле до ва -
тель но на ко лон ках ка ти о ни та и ани о ни та, при этом
ка ти о но об мен ная ко лон ка бы ла ис поль зо ва на в ос -
нов ном для ре гу ли ро ва ния рН су пер на тан та и  час -
тич но го пог ло ще ния ве ществ ка ти он ной при ро ды.
Об мен ная ем кость ани о ни та ЭДЭ-10П по би о ин ги -
би ру ю ще му про дук ту сос тав ля ла ~ 1280 Aе/мл.

Вы бор сред не ос нов но го ани о ни та ЭДЭ-10П
для сор б ции це ле во го про дук та из су пер на тан та
обус лов лен тем, что по срав не нию с силь но ос нов -
ны ми ани о ни та ми об мен ная ем кость дан ной смо -
лы при мер но вдвое боль ше, а по срав не нию со сла -
бо ос нов ны ми ани о ни та ми она ме ха ни чес ки проч -
нее. Кро ме то го, сред не ос нов ные ани о ни ты име ют
срав ни тель но мень шее зна че ние ка жу щей ся кон с -
тан ты дис со ци а ции фун к ци о наль ных групп, чем
силь но ос нов ные, по э то му це ле вой про дукт лег че
де сор би ру ет ся с ани о ни та в ос нов ной сре де [14].

В соб ран ных элю а тах оп ре де ля ли СВ, pH и
би о ин ги би ру ю щую ак тив ность. Фрак ции, об ла да -
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ю щие ан ти мик роб ным свой с т вом, объ е ди ня ли.
По лу чен ный про дукт име но ва ли ан ти мик роб ный
пре па рат — АМП [15].

Ре зуль та ты очис т ки би о ин ги би ру ю ще го
аген та на ани о ни те из су пер на тан та сум ми ро ва -
ны в табл. 1 (дан ные, при ве ден ные на ил люс т ра -
ци ях, со от вет с т ву ют сред ним ре зуль та там по обо -
им про ду цен там, ко то рые мало от ли ча лись друг
от дру га).

Объ ем про пу щен но го че рез ионо об мен ные
ко лон ки су пер на тан та сос тав лял 5,2 л (pH — 3,4;
СВ — 7,0 %, кис лот ность — 220 по Тер не ру; со -
дер жа ние со лей — 0,34 г-экв; ан ти мик роб ная ак -
тив ность су пер на тан та бы ла рав на 600 Aе/мл).

Из дан ных табл. 1 в ре зуль та те нес лож ных
рас че тов по лу ча ем, что из су хих  ве ществ, со дер -
жа щих ся в ис ход ном су пер на тан те (364 г), 279 г
как при ме си пе ре хо дят в сор б ци он ный сток и
лишь ~ 85 г сор би ру ет ся на ани о ни те.

Та ким об ра зом, ста дия ион но го об ме на поз -
во ля ет уда лить ~ 76,6 % от об ще го ко ли чес т ва СВ, 
ко то рые со дер жа лись в су пер на тан те в виде при -
ме сей. 79 % би о ин ги би ру ю ще го про дук та сор би -
ру ет ся на смо ле.

Ре зуль та ты элю ции це ле во го про дук та с ани -
о ни та 3,0%-ным рас т во ром ам ми а ка пред с тав ле -
ны в табл. 2. 

Фрак ции элю а тов с обе их ко ло нок, об ла да ю -
щие би о ин ги би ру ю щей ак тив нос тью, объ е ди ня ли 
и под вер га ли ва ку ум -у па ри ва нию до со дер жа ния
СВ в рас т во ре 52 %. Объ ем по лу чен но го упа рен но -
го рас т во ра сос тав лял 360 мл (~7 % от об ще го объ -
е ма ис ход но го су пер на тан та), а ак тив ность це ле во -
го про дук та в нем — 5800 Aе/ мл.

Вы ход це ле во го про дук та на ста дии ион но -
го об ме на был ра вен ~ 67 %.

Для оцен ки би о ин ги би ру ю щей ак тив нос ти
АМП не об хо ди мо бы ло оп ре де лить анти мик роб -
ные свой с т ва дру гих при сут с т ву ю щих в КЖ ме та -
бо ли тов, в час т нос ти мо лоч ной кис ло ты. Ис с ле до -
ва ния по ка за ли, что ан ти мик роб ное дей с т вие мо -
лоч ной кис ло ты по от но ше нию к ис поль зу е мым
тест-куль ту рам про яв ля ет ся лишь при ее кон цен т -
ра ции боль ше 0,5 % и pH  3,4.

Для ус та нов ле ния сос то я ния мо лоч ной кис -
ло ты в рас т во ре стро и ли рас чет ную кри вую за ви -
си мос ти содержания ион ной фор мы мо лоч ной
кис ло ты от pH рас т во ра (ри су нок).

Как вид но из ри сун ка, ес ли при pH 2 лак тат
в рас т во ре пол нос тью на ход ит ся в ви де не дис со -
ци и ро ван ной кис ло ты, то при pH = 6,0 он в ос нов -
ном пе ре хо дит в дис со ци и ро ван ную фор му и в по -
лу чен ном про дук те, со дер жа щем бак те ри о цин, на -
хо дит ся в фор ме лак тат -и о на.
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Та б ли  ца  1

Сор бция био ин ги би ру ю ще го про дук та из су пер на тан та КЖ на ани о но об мен ной смо ле ЭДЭ-10П

Объ ем фрак ции, мл Со дер жа ние СВ
во фрак ции, % pH фрак ции

Био ин ги би ру ю щая
ак тив ность фрак ции,

Aе/мл

1000 0 7,3 Не об на ру жена

1000 0 7,5 То же

1000 2,3 8,0 “-“

1000 2,8 8,5 “-“

1000 4,5 10,1 “-“

1000 5,0 10,3 165

1000 5,5 9,5 190

2000 3,1 9,1 150

2000 0,7 8,7 Не об на ру жена

1000 0,2 7,9 То же

1000 0 7,3 –”–



Ис поль зо ван ный спо соб ионо об мен ной хро -
ма тог ра фии поз во ля ет очис тить це ле вой про дукт
от по ло жи тель но за ря жен ных не ор га ни чес ких и
ор га ни чес ких со е ди не ний, а так же от ос нов но го
ко ли чес т ва не за ря жен ных со пут с т ву ю щих це ле во -
му про дук ту ком по нен тов (см. табл. 1).

Ис с ле до ва ния по ка за ли, что раз ра бо тан ную 
про це ду ру мож но ис поль зо вать и для вы де ле ния и 
очис т ки би о ин ги би ру ю щих про дук тов из су пер на -
тан тов КЖ дрож жей [16].

Ус та нов ле но, что при ионо об мен ном ме то -
де вы де ле ния би о ин ги би ру ю ще го про дук та из су -
пер на тан та це ле вой про дукт уда ет ся очис тить от
со пут с т ву ю щих при ме сей толь ко час тич но. Для
до пол ни тель ной очис т ки по лу чен но го элю а та от
при ме сей на ми при ме нял ся эк с трак ци он ный спо -
соб. Ис хо дя из то го, что би о ин ги би ру ю щие про -
дук ты ус той чи вы в сре де ор га ни чес ких рас т во ри -
те лей [17], для их эк с трак ции из элю а тов тес ти ро -

ва ли раз лич ные ор га ни чес кие экстрагенты. Не об -
хо ди мо от ме тить, что в ли те ра ту ре опи са ны по доб -
ные под хо ды до о чис т ки рас т во ров би о ин ги би то -
ров [8]. В ка чес т ве рас т во ри те лей в дан ной ра бо те 
ис поль зо ва ли изо а ми ло вый спирт, хло ро форм,
н-про па нол, гек сан, ди э ти ло вый эфир и пет ро лей -
ный эфир. Ор га ни чес кий слой упа ри ва ли, к об ра -
зо вав ше му ся осад ку до бав ля ли NaCI в кон цен т ра -
ци и 8 г/л и оп ре де ля ли би о ин ги би ру ю щую ак тив -
ность по лу чен но го об раз ца.

В ра бо те [18] рас т вор осад ка су пер на тан та
би о ин ги би то ра эк с тра ги ро ва ли 15 объ е ма ми (по от -
но ше нию к объ е му рас т во ра) сме си хло ро форм —
ме та нол (2:1 об/об). Даль ней шую очис т ку по лу чен -
но го об раз ца осу щес т в ля ли с по мощью ВЭЖХ.

Не об хо ди мо от ме тить, что та кие про це ду -
ры, как ВЭЖХ, слиш ком до ро ги для ис поль зо ва -
ния в про из вод с т вен ной прак ти ке.

Ре зуль та ты вы де ле ния би о ин ги би то ра из
элю а та ионо об мен ной ко лон ки с ис поль зо ва ни ем
ме то да эк с трак ции пред с тав ле ны в табл. 3.

Как вид но из дан ных табл. 3, из при ме ня е -
мых ор га ни чес ких рас т во ри те лей срав ни тель но
эф фек тив ным ока за лись ДМК, ДЭК и аце то нит -
рил. Вы со кая эк с тра ги ру ю щая спо соб ность этих
со е ди не ний, по- ви ди мо му, свя за на с ве ли чи ной
их ди поль ных мо мен тов. Так нап ри мер, ес ли для
ис поль зо ван ных пре дель ных уг ле во до ро дов ди -
поль ный мо мент бли зок к ну лю, для эфи ров сос -
тав ля ет от 0,4 до 1,3, для хло ро фор ма — 1,15, то
для ука зан ных ке то нов и аце то нит ри ла этот по ка -
за тель пре вы ша ет 2,8. 
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Та б ли  ца  2

Элю ция ан ти мик роб но го про дук та с ани о ни та 3%-ным рас тво ром ам ми а ка

Объ ем фрак ции, мл
Био ин ги би ру ю щая

ак тив ность фрак ции,
Aе/мл

Со дер жа ние СВ, % pH фрак ции

500 Не об на ру же на 0 5,0

500 То же 0,5 5,0

500 1350 8,0 5,0

500 1640 9,5 5,0

500 1240 9,5 5,7

500 415 8,0 6,0

590 Не об на ру жена 3,2 10,4

650 То же 0,3 11,2

За ви си мость ион но го ста ту са мо лоч ной кис ло ты от
pH рас т во ра



Нес мот ря на то, что из ис поль зо ван ных ор -
га ни чес ких рас т во ри те лей на и боль шую ве ли чи ну 
ди поль но го мо мен та име ет ди ме тил фор ма мид,
его при ме не ние для эк с трак ции не це ле со об раз но,
так как он не от де ля ет ся от вод но го рас т во ра би о -
ин ги би ру ю ще го про дук та.

Из ис поль зо ван ных эк с тра ген тов на и бо лее
при ем ле мы ми ока за лись ДМК и ДЭК по при чи не
их низ кой сто и мос ти в срав не нии со сто и мос тью,
нап ри мер, аце то нит ри ла. Что ка са ет ся вы бо ра из
двух при ме нен ных ке то нов, то для эк с трак ции це -
ле во го про дук та ис хо дя из дос туп нос ти пред поч -
ти тель нее ис поль зо ва ние ДМК. 

С по мощью мик роб но го ана ли за бы ло ус та -
нов ле но, что по лу чен ный упа рен ный эк с тракт по -
дав ля ет рост ус лов но- па то ген ных (E. coli, S. typhi -
murium и B. subtilis) и па то ген ных (S. aureus-21G,
Pseudomonas aeruginosa-12, Kleb siella sp., Proteus
mirabilis 597) куль тур при 200-кратном раз бав ле -
нии по лу чен ных об раз цов АМП (табл. 4).

Ис с ле до ва ния по ка за ли, что при эк с трак -
ции око ло 62—65% би о ин ги би ру ю ще го про дук та
из элю а та пе ре хо дит в ор га ни чес кую фа зу. Ес ли
учесть, что ос тав ши е ся в вод ном рас т во ре при мер -
но 38—35% би о ин ги би ру ю ще го про дук та пос ле
от гон ки эк с тра ген та  воз в ра ща ет ся  на ста дию ион -
но об мен ной очис т ки, то вы ход це ле во го про дук та
на ста дии эк с трак ции мож но до вес ти до 97%.

Вы ход це ле во го про дук та из су пер на тан та с
уче том воз в ра та рас т во ров в тех но ло ги чес кий
цикл сос тав ля ет ~ 64 %.

В опи сан ных эк с пе ри мен тах ис поль зо ва ли
тра ди ци он ную пи таль ную сре ду MRS. Ра нее на -
ми бы ла по ка за на воз мож ность вы ра щи ва ния
МКБ в ла бо ра тор ных ус ло ви ях с применением пи -
та тель ной сре ды, при го тов лен ной на ос но ве под т -
во рож ной сы во рот ки [19—21], ко то рая зна чи тель -
но де шев ле MRS. По э то му счи та ем це ле со об раз -
ным для пе ре хо да к мас ш табному про цессу ис -
поль зо вать раз ра бо тан ный на ми ука зан ный выше
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Та б ли  ца  3

Эк ст рак ця био ин ги би ру ю ще го про дук та из элю а тов раз лич ны ми ор га ни че ски ми 
рас тво ри те ля ми

На зва ние
эк ст ра ген та

Объ ем ное
со от но ше ние

элю ат/
эк ст ра гент

Объ ем
эк ст рак та

по сле упа ри-
ва ния, мл

Объ ем во дной
фа зы по сле
упа ри ва ния,

мл

Био ин ги би ру -
ю щая ак тив -

ность эк ст рак -
та, Aе/мл

Био ин ги би ру -
ю щая ак тив -
ность во дной
фа зы, Aе/мл

Ве ли чи на
ди по ль но го

мо мен та
эк ст ра ген тов

Гек сан 1:1 2,3 17,6 6500 5740 0,08

Геп тан 1:1 2,5 17,9 7000 5300 Не из ве ст на

Ди ме ти лэ фир 1:1 2,2 16,0 6000 6200 1,3

Ди ок сан 1:1 2,5 17,0 6700 5350 0,45

Хло ро форм /
ме та нол

1:1 2,0 18,1 8000 5600 1,15/1,7

ДМК 1:1 2,7 16,8 28000 2420 2,84

ДМК 1:1 2,8 17,0 26800 2750 2,84

ДМК 1: 0,7 2,8 17,7 25100 2600 2,84

ДМК 1: 0,5 2,3 17,5 22400 3700 2,84

ДЭК 1:1 2,6 17,0 27200 2600 Не из ве ст на

Аце то нит рил 1:1 2,6 17,5 27800 2500 3,2

Эти ла це тат 1:1 2,3 17,3 7300 5700 1,78

То лу ол 1:1 2,1 16,8 6900 6000 0,36

Ди ме тил фор-
ма мид

1:1 Рас сло е ние
не про ис хо дит

– – – 3,82



сос тав пи та тель ной сре ды. Ре зуль та ты про ве ден -
ных ис с ле до ва ний по ка за ли от сут с т вие су щeс т -
вен но го раз ли чия в уров не син те за ан ти мик роб -
ных ве ществ и эф фек тив нос ти ста дий очис т ки
КЖ при ис поль зо ва нии сре ды, со дер жа щей под т -
во рож ную сы во рот ку, и MRS.

Точ ный ма те ри аль ный ба ланс про цес са мо -
жет быть сос тав лен пос ле про ве де ния опыт но- п -
ро мыш лен ных ра бот.

Ав то ры ра бо ты [22], ис с ле ду ю щие про дук -
ты ме та бо лиз ма, по лу чен ные в про цес се куль ти ви -
ро ва ния ана ло гич ных штам мов мо лоч но кис лых
бак те рий, по ка за ли, что ан ти мик роб ные свой с т ва
ко неч но го про дук та свя за ны с на ли чи ем в нем низ -
ко мо ле ку ляр но го пеп ти да. С по мощью мас с - с пек т -
ро мет ра (MALDI-TOF/TOF) оп ре де ле на мо ле ку -
ляр ная мас са пеп ти да (1,1 кДа), а с по мощью сек ве -
ни ро ва ния ус та нов ле но, что он сос то ит из 11 ами -
но кис лот ных ос тат ков сле ду ю ще го сос та ва Asn-
 Val- Gly-Val-Leu-X-Pro-Pro-X-Leu-Val [22].

Раз ра бо тан ный ком би ни ро ван ный спо соб
вы де ле ния и очис т ки ан ти мик роб но го про дук та
был при ме нен для по лу че ния  би о ин ги би ру ю щих
про дук тов из КЖ раз лич ных МКБ и дрож жей. Раз -
ли чия зак лю ча лись в ко ли чес т вен ном вы хо де би о -
ин ги би ру ю щих про дук тов, обус лов лен ном их со -
дер жа ни ем в КЖ. 

По лу че но 17.06.15
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Та б ли  ца  4

Вли я ние очи щен но го био ин ги би ру ю ще го про дук та (ак тив ность 28000 Aе/мл) 
на рост па то ген ных и услов но-па то ген ных бак те рий

Раз бав ле ние,
раз
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Iso  la t i  on and Pu r i  f i  ca t i  on of  Bio  in hi  bi  -
to ry Pro duct from Cul tu  re Li qu id of  Lac t i  ca  -
c id  Bac te  r ia  Lac to ba cil  lus aci  dop hi  lus 1991
VKPM 6257 and Lac to  ba cil  lus rha m no sus
INMIA 961 4

The pro cess of the ion-ex c han ge met hod for the iso la ti on
and pu ri fi ca ti on of bio in hi bi to ry pro duct from cul tu re li qu ids
(CL) of lac ticacid bac te ria, Lac to ba cil lus aci dop hi lus and L.
rham no sus, has been stu di ed and the op ti mum pa ra me ters of the
pro cess have been de ter mi ned. To pu ri fy the tar get pro duct from
re la ted ad mix tu res the elu a tes af ter the ion-ex c han ge iso la ti on
were sub jec ted to ex t rac ti on. The ex pe ri ments sho wed that di met -
hyl k re to ne and di et hyl k re to ne pro ved to be the most ef fi ci ent ex t -
ra gents. The yield of the tar get pro duct from the su per na tant was
~ 64 % ta king into ac co unt the so lu ti on re turn to the tec h no lo gi cal 
cyc le. The bio in hi bi ting ac ti vi ty of the ob ta i ned pro duct was equ -
al to 28,000 AU/ml. The ac com pa ny ing bac te ri ci dal ef fect of lac -
tic acid on the growth of Gram-po si ti ve and Gram-ne ga ti ve cul tu -
res was only visible at pH  3.4 and con cen t ra ti on more than
0.5%.

Key words: bio in hi bi tor, ex t rac ti on, ion ex c han ge, iso la -
ti on, lac tic acid.
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