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У статті наведено результати досліджень щодо здатності чотирьох не-
вивчених штамів ентерококів, виділених із карпатської бринзи, виживати за 
різних значень рН в умовах високих концентрацій кухонної солі та жовчі.

Низьке значення рН у шлунку та жовчні кислоти, які надходять у тонкий 
відділ кишечнику, знижують виживання бактерій, тому ефективність пробі-
отичних штамів значною мірою залежить від їх стійкості до цих чинників. 
Кухонна сіль є одним із важливих компонентів під час виробництва роз-
сільних сирів, оскільки впливає на активність ферментів під час визрівання 
сиру і утворення смакоароматичних сполук, на гідратацію казеїну, а також 
на термін зберігання сиру. Однак високі концентрації солі мають бактеріо- 
статичний ефект, тому стійкість мікробіальних культур заквашувальних пре-
паратів для сирів до концентрацій солі, які передбачені технологічним про-
цесом, має принципове значення.

Установлено, що досліджувані штами ентерококів за рН  3 не виживали 
і не проявляли ростових властивостей, а за показника рН 4 лише два штами 
– E. durans SB18 і E. durans SB20 були здатні виживати та проявляти добрі 
ростові властивості, на що вказувало підвищення оптичної густини середо-
вища культивування. За рН 5 усі досліджувані штами ентерококів проявляли 
ростові властивості, однак штами E. durans SB18 та E durans SB20 давали 
суттєвіший ріст проти контролю, зокрема оптична густина середовища зро-
стала у 9,8 та 10,8 раза (р<0,001) відповідно. 

Під час вивчення стійкості ентерококів до різних концентрацій жовчі 
встановили, що в умовах 20 % концентрації найвищий ріст проявляли два 
штами ентерококів – E. durans SB18 і E. durans SB20, оптична густина се-
редовища культивування цих штамів була вищою проти контролю на 61,9 
та 58,9 % (р<0,001) відповідно. Усі досліджувані штами ентерококів здатні 
упродовж 21 доби виживати в умовах 3–6,5 % концентрації кухонної солі, що 
вказує на їх придатність до використання у виробництві розсільних сирів.

Ключові слова: Enterococcus durans, E. faecium, оптична густина, 
жовч, рН.
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Вплив рН і різних концентрацій солі та жовчі на ріст ентерококів, 
виділених з природних еконіш

Кушнір І.І.

Львівський національний університет ветеринарної медицини та біотехнологій  
імені С.З Гжицького

Постановка проблеми. Для забезпечення 
нормальної життєдіяльності людини вагоме 
значення має використання пробіотиків, до 
яких ставлять певні вимоги, зокрема пробіо-
тичні штами мають бути генетично стабільни-
ми та здатними виживати за низьких значень 
рН, дії жовчних кислот і травних ферментів 
шлунково-кишкового тракту. Крім того, вони 
мають бути безпечними і не здійснювати по-
бічної дії на макроорганізм. 

Активність мікрофлори бактеріального 
препарату залежить від багатьох чинників, 
зокрема фізіологічного стану, біохімічної ак-
тивності та складу мікроорганізмів. Сучасна 
молочна промисловість для виробництва фер-
ментованих продуктів і сирів використовує 
здебільшого імпортні бактеріальні препарати. 
Принциповою перевагою вітчизняних бакте-
ріальних препаратів є адаптованість штамів 
молочнокислих бактерій до особливостей си-
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ровини, технології традиційних національних 
продуктів та кліматичних умов. З огляду на це, 
сьогодні спостерігається тенденція до створен-
ня регіональних бактеріальних препаратів з 
метою збереження традиційних технологій та 
популяризації національних продуктів. Однак 
досі залишається невивченою мікрофлора ове-
чого молока і традиційного карпатського роз-
сільного сиру – бринзи. 

Отже, у біотехнології створення бакте-
ріальних препаратів актуальним є вивчення 
функціональних властивостей мікрофлори, ви-
діленої із традиційної карпатської бринзи.

Аналіз останніх досліджень. Під час кон-
струювання пробіотичних препаратів значну 
увагу приділяють здатності штамів мікроорга-
нізмів виживати в умовах кислого середовища 
шлунка, високих концентрацій жовчі в тонкій 
кишці та можливості їх досягати товстого від-
ділу кишечнику і проявляти функціональні 
властивості [1].

Відомо, що молочнокислі бактерії, особли-
во лактобактерії, стійкі до кислої реакції сере-
довища [2]. Промислові штами молочнокислих 
бактерій, які використовують для виготовлен-
ня пробіотичних препаратів, зазвичай можуть 
розвиватися  за значень рН 4 та нижче [3], а  
ентерококи, зокрема E. Faecalis,  здатні адапту-
ватися до кислих середовищ (pH 2,9) і перено-
сять кислоту екстракту лайма, виявляючи ста-
більну взаємодію упродовж 12 годин [4].

Важливою характеристикою ентерококів 
є їх здатність рости в умовах широкого діапа-
зону температур, за високого вмісту кухонної 
солі та жовчі і низького значення рН. Стійкість 
до жовчі травної системи є необхідною умо-
вою для колонізації та метаболічної активності 
бактерій у кишечнику господаря, оскільки клі-
тинні мембрани мікроорганізмів є дуже чутли-
вими до жовчних кислот [5].

Дослідженнями встановлено, що жовчні 
кислоти, які надходять у дванадцятипалу киш-
ку тонкого кишечнику, знижують виживан-
ня бактерій, тому ефективність пробіотичних 
штамів значною мірою залежить від їх стійко-
сті до жовчі [6]. Крім того, про використання 
ентерококами жовчі як джерела поживних ре-
човин вказує їх здатність виживати і розмножу-
ватися у середовищі з концентрацією жовчі 3 % 
[7]. Механізми, за допомогою яких пробіотичні 
бактерії здатні витримати стрес, спричинений 
жовчними солями, залишаються нез’ясовани-
ми, однак, на думку деяких дослідників, їх стій-
кість ґрунтується на гідролізі жовчних солей 
[8]. Молочнокислі бактерії також впливають на 
засвоєння холестеролу макроорганізмом завдя-
ки жовчно-сольовому обміну цих бактерій [9].

Кухонна сіль є одним із важливих компо-
нентів під час виробництва розсільних сирів, 
оскільки впливає на термін зберігання сиру, 
розмноження бактерій та активність фер-
ментів під час визрівання, і, отже, на смак та 
аромат, а також на гідратацію казеїну та фор-
мування структури і консистенції сиру [10]. 
Кухонна сіль посилює гідролітичну здатність 
сичужного ферменту під час визрівання сиру, 
гальмує життєдіяльність гнильних бактерій, 
водночас (у певних концентраціях) сприяє 
розвитку молочнокислої мікрофлори заква-
шувальних препаратів і продукуванню нею 
ферментів [11]. Сіль впливає на розчинність 
білків і вміст вологи у сирі, що визначає його 
реологічні властивості та текстуру під час ви-
готовлення. Заразом 5–6 % вміст кухонної солі 
підвищує розчинність казеїнів у сирах [12] та 
впливає на здатність казеїнів до зв’язування 
води казеїновим гелем і надання пластичної 
консистенції. Однак за високих концентра-
цій відбувається зниження гідратації казеїну, 
тому підвищені концентрації солі зумовлю-
ють формування твердішої та жорсткішої 
структури сиру [13].

Установлено, що натрій хлорид бере участь 
в утворенні соляної кислоти шлункового соку і 
постійно наявний в макроорганізмі, тому бак-
терії, що входять до складу пробіотичних пре-
паратів, мають бути резистентними до цього 
чинника [2, 14]. Однак дослідженнями вста-
новлено, що не всі штами ентерококів здатні 
рости за наявності високих концентрацій солі, 
зокрема за 6,5 % концентрації [15]. 

Отже, актуальним завданням конструюван-
ня нових ефективних пробіотичних препаратів 
для виробництва сиру є відбір стійких до мета-
болітів травної системи та солестійких штамів 
мікроорганізмів.

Метою дослідження було вивчити здат-
ність ентерококів, виділених із традиційної 
карпатської бринзи [16], виживати в умовах 
різних значень рН і різних концентрацій солі 
та жовчі.

Матеріал і методи дослідження. З метою 
визначення здатності різних штамів E. durans 
SB6, E. faecium SB12, E. durans SB18, E. durans 
SB20 рости в умовах кислого середовища про-
водили їх культивування у рідкому MПБ. Для 
цього культури ентерококів культивували на 
твердому MРС за температури 37 оС упродовж 
18–20 годин. Після цього стерильним ізото-
нічним розчином натрію хлориду проводили 
змиви і готували завись мікроорганізмів на 0,5 
одиниць за стандартом McFarlend. У колби із 
рідким живильним середовищем MПБ вносили 
змиви культур із розрахунку 1,5 х 108 КУО/см3.  
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Досліджувані проби культивували за рН від 
3 до 9 одиниць, температури 37 оС упродовж 
24 годин. Ріст ентерококів встановлювали за 
зміною оптичної густини середовища культи-
вування та визначали за допомогою приладу 
КФК-3 за довжини хвилі 590 нм.

Здатність ентерококів рости за високих 
концентрацій жовчі встановлювали через зми-
ви культур (із розрахунку 1,5 х 108 КУО/см3)  

у МПБ із 20 та 40 % концентрацією медич-
ної жовчі. Ріст ентерококів установлювали за 
зміною оптичної густини середовища куль-
тивування. Здатність ентерококів виживати в 
умовах високих концентрацій натрію хлориду 
визначали за внесення змивів культур (із роз-
рахунку 1,5 х 108 КУО/см3) у МПБ із концен-
трацією солі від 3 до 6,5 %. У динаміці на 1, 2, 
3, 5 та 7 доби проводили посіви для виявлення 
життєздатних культур. 

Усі дослідження проводили у трьох повто-
реннях. Статистичну обробку даних проводи-
ли, використовуючи пакети програм Exsel та 
STATISTICA 7,0. Відмінності між величинами 
вважали статистично значущими за р≤0,05.

Результати дослідження та їх обговорен-
ня. Під час визначення здатності ентерококів 
рости у кислому, нейтральному та лужному 
значеннях  живильного середовища отримали 
дані, наведені у таблиці 1. За рН  3 ріст дослі-

джуваних штамів ентерококів не спостерігали, 
оскільки оптична густина МПБ була на рівні 
показників контролю. За показника рН 4 лише 
два штами – E. durans SB18 і E. durans SB20 
були здатні виживати та проявляти добрі росто-
ві властивості. Установлено, що зі зменшенням 
кислотності підвищувалась оптична густина 
середовища культивування. Так, за значення 
рН 5 штами ентерококів E. durans SB6 та E. 
faecium SB12 проявляли добрі ростові власти-
вості, однак штами E. durans SB18 та E. durans 
SB20 давали суттєвіший ріст проти контролю, 
зокрема оптична густина цих середовищ збіль-
шувалась у 9,8 та 10,8 раза (р<0,001) відповід-
но. Найкращими ростовими властивостями за 
показника рН 6 і 7 характеризувалися штами E. 
durans SB18 та E. durans SB20, оскільки оптич-
на густина середовища була вищою у 19,6; 
18,2; 20,5 та 20,1 раза (р<0,001) відповідно 
проти контролю. Однак E. durans SB18  проти 
E. durans SB20 мав кращі ростові властивості, 
зокрема оптична густина середовища культи-
вування була відповідно на 7,2 та 2 % вищою.

У лужному середовищі за рН 8 та 9 усі 
досліджувані штами ентерококів проявляли 
досить добрі ростові властивості. Однак най- 
кращі ростові властивості проявляв штам  
E. durans SB20. Так, за рН  8 оптична густина 
була у 21,0 раза вищою проти контролю, однак 

Таблиця 1 − Зміна оптичної густини середовища під час культивування ентерококів за різних значень рН  (M±m, n=3)

рН 
од Контроль 

Штами ентерококів
E. durans 

SB6
E. faecium

SB 12
E. durans

SB18
E. durans 

SB20
3

0,012±0,0009

0,013±0,007 0,014±0,0006 0,013±0,0009 0,013±0,001

4 0,070±0,001*** 0,071±0,001*** 0,073±0,0003*** 0,072±0,002***

5 0,033±0,0003*** 0,012±0,00033 0,118±0,00033*** 0,129±0,0003***

6 0,229±0,0006*** 0,122±0,0003*** 0,237±0,0007*** 0,219±0,0009***

7 0,114±0,0003*** 0,175±0,0003*** 0,247±0,0009*** 0,242±0,0009***

8 0,148±0,0003*** 0,179±0,00066*** 0,242±0,0003*** 0,258±0,002***

9 0,114±0,0003*** 0,147±0,0003*** 0,215±0,0009*** 0,237±0,002***

Примітка: *** - р<0,001.

Таблиця 2 − Зміна оптичної густини середовища під час культивування ентерококів за різних концентрацій 
                       жовчі (M±m, n=3)

Концен
рація 

жовчі, %
Контроль 

Штами ентерококів

E. durans 
SB6

E. faecium
SB 12

E. durans
SB18

E. durans 
SB20

20 0,078±0,001 0,113±0,0015*** 0,120±0,0014*** 0,126±0,002*** 0,124±0,001***

40 0,008±0,0007 0,015±0,0003*** 0,017±0,00033*** 0,017±0,0003*** 0,015±0,0003***

Примітка: *** - р<0,001.
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за підвищення рН до 9 оптична густина дещо 
зменшувалася та була у 19,7 раза вищою проти 
контролю.

Надалі було досліджено здатність ентеро-
коків виживати в умовах високої концентрації 
жовчі, дані наведено у таблиці 2. Отримані 
дані доводять, що в умовах 20 та 40 % концен-
трації жовчі досліджувані штами ентерококів 
зберігали свою життєздатність та проявляли 
ростові властивості. Найвищий ріст за концен-
трації жовчі 20 % встановлено для двох штамів 
ентерококів – E. durans SB18 та E. durans SB20, 
оптична густина середовища культивування 
цих штамів була вищою проти контролю на 
61,9 та 58,9 % (р<0,001) відповідно.

За культивування штамів E. faecium SB12 і 
E. durans SB18 у середовищі 40 % концентрації 
жовчі оптична густина була вищою у 2,2 раза 
(р<0,001) проти контролю, а за культивування 
E. durans SB6 та E. durans SB20 оптична гус-
тина середовища була вищою у 2,1 та 1,9 раза 
(р<0,001) відповідно.

Під час визначення здатності ентерококів 
виживати у різних (3–6,5 %) концентраціях ку-
хонної солі встановили, що впродовж 21 доби 
досліджувані штами зберігали свою життє- 
здатність.

Висновки.
1. Із досліджуваних чотирьох штамів ен-

терококів за рН 4 два штами – E. durans SB18 
та E. durans SB20 були здатні виживати та про-
являти ростові властивості. За значення рН 5 
оптична густина середовища за культивування 
штамів E. durans SB18 та E. durans SB20 була 
вищою у 9,8 та 10,8 раза (р<0,001) відповідно, 
порівнюючи з контролем. За значення рН 6 і 7 
найкращими ростовими властивостями також 
характеризувалися штами E. durans SB18 та  
E. durans SB20, оптична густина середовища 
була вищою у 19,6; 18,2; 20,5 та 20,1 раза від-
повідно (р<0,001) проти контролю.  

2. Встановлено, що за 20 та 40 % концен-
трації жовчі досліджувані штами ентерококів 
зберігали свою життєздатність та проявляли 
ростові властивості. За культивування енте-
рококів у 20 % концентрації жовчі найкра-
щий ріст виявляли у штамів E. durans SB18 і  
E. durans SB20, оптична густина середовища 
була вищою проти контролю, відповідно, на 
61,9 та 58,9 % (р<0,001). В умовах 40 % концен-
трації жовчі оптична густина за культивування 
штамів E. faecium SB 12 та E. durans SB18 була 
вищою проти контролю у 2,2 раза (р<0,001). 

3. Досліджувані штами ентерококів здатні 
тривалий час виживати у високих концентра-
ціях кухонної солі, зокрема за концентрації від 
3 до 6,5 % упродовж 21 доби.

Надалі доцільно вивчати токсико-біологіч-
ні властивості штамів ентерококів, виділених 
із традиційної карпатської бринзи.
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Влияние pН и разных концентраций соли и жел-
чи на рост энтерококков, выделенных с природных 
экосистем

Кушнир И.И.
В статье приведены результаты исследования спо-

собности четырех неизученных штаммов энтерококков, 
выделенных из карпатской брынзы, выживать при раз-
личных значениях рН в условиях высоких концентраций 
поваренной соли и желчи.

Низкое значение рН в желудке и желчные кислоты, 
которые поступают в тонкий отдел кишечника, снижают 
выживаемость бактерий, поэтому эффективность про-
биотических штаммов в значительной степени зависит 
от их устойчивости к этим факторам. Поваренная соль 
является одним из важных компонентов при производ-
стве рассольных сыров, поскольку влияет на активность 
ферментов во время созревания сыра и образования вку-
соароматических соединений, на гидратацию казеина, а 
также на сроки хранения сыра. Однако высокие концен-
трации соли обладают бактериостатическим эффектом, 
поэтому устойчивость микробных культур заквасочных 
препаратов для сыров к концентрациям соли, преду-
смотренных технологическим процессом, имеет принци-
пиальное значение.

 Установлено, что исследуемые штаммы энтерокок-
ков при рН 3 не способны выживать и проявлять ростовые 
свойства, а при показателе рН 4 только два штамма –  
E. durans SB18 и E. durans SB20 были способны выжи-
вать и обладают хорошими ростовыми свойствамы, на 
что указывало повышение оптической плотности среды 
культивирования. При рН 5 все исследуемые штаммы 
энтерококков обладали ростовыми свойствами, однако 
штаммы E. durans SB18 и E. durans SB20 имели суще-
ственный рост по сравнению с контролем, в частности 
оптическая плотность среды возросла, соответственно,  
в 9,8 и 10,8 раза (р <0,001).

При изучении устойчивости энтерококков к различ-
ным концентрациям желчи установили, что в условиях 
20 % концентрации высокий рост проявляли два штамма 
энтерококков – E. durans SB18 и E. durans SB20, оптиче-
ская плотность среды культивирования этих штаммов 
была выше по сравнению с контролем на 61,9 и 58,9 % 
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(р<0,001) соответственно. Все исследуемые штаммы 
энтерококков способны в течение 21 суток выживать в 
условиях 3–6,5 % концентрации поваренной соли, что 
свидетельствует о их пригодности для использования в 
производстве рассольных сыров.

Ключевые слова: Enterococcus durans, E. faecium, 
оптическая плотность, желчь, рН.

The influence of the ph and various concentrations 
of salt and bile on the growth of enterococci isolated from 
natural ecosystems 

Kushnir I. 
The article presents the results of the studies on ability 

of four un explored strains of enterococci isolated from the 
traditional Carpathian cheese to survive at different pH values 
under high concentrations of salt (sodium chloride) and bile.

The lowp Hin the stomach and bileacid swhichen 
tering to the small in testine reduce the survival of bacteria, 
so the effectiveness of probiotics trains dependson a large 
extent on the irresistance to the sefactors. Saltisone of the 
maincomponents in the production of brinecheeses, asit 
influence on the enzymes activity during cheeseri pening and 
the formation of flavoring compounds, on the hydration of 
casein, and also on the shelf life of cheese. However, high 
concentrations of salt exhibit a bacterio staticeffect, sotheres 
istance of microbial cultures to saltcon centrations, which a 

repredicted by the technological process for brinecheeses, is 
really important.

The results o fthe studyes tablished, that the tested strains 
of enterococci are not abletosurvive and exhibit growth 
properties at the value of pH 3 units. At the value of pH 4 
units, only two strains E. durans SB18 and E. durans SB20 
were ableto survive and exhibit good growth properties, 
as indicated by the increase in the optical density of the 
culture medium. At the value of pH 5, all the tested strains 
of enterococci showed growth properties, however, E. durans 
SB18 andE durans SB20 strains showed more significant 
growth than the control samples, in particular, the optical 
density of the medium increased, respectively, 9,8 and 10,8 
times (p<0.001).

During the studying the resistance of enterococci to 
different concentrations of bile, it was found out that at 20% 
concentration the highest growth was shown by two strains 
of enterococci - E. durans SB18 andE. durans SB20, the 
optical density of the culture medium of the sestrains were 
higher compared to the control on 61,9 and 58,9% (p<0.001), 
respectively. All the tested strains of enterococci were 
abletosurvive at the concentration of 3-6,5% sodium chloride 
for 21 days, indicating their suitability in using the minthe 
production of brinecheeses.

Key words: Enterococcusdurans, E. faecium, optical 
density, bile, pH. 
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