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Однако на основании этих данных нельзя однозначно утверждать, что козье молоко является 
лучшим заменителем грудного молока, чем коровье. Для уточнения выводов требуется проведе-
ние детального анализа состава козьего и коровьего молока в сравнении с грудным. 
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Монооксид азота (NO) –газообразное соединение без запаха, который обладает высокой про-

ницаемостью через мембраны клеток и субклеточные структуры за счет малого размера и отсут-
ствие заряда у молекулы [1, 2]. Согласно литературным данным NO является редокс-активной мо-
лекулой, которая является универсальным регулятором клеточного и тканевого метаболизма у ор-
ганизмов разного уровня организации. В отличие от эукариот синтез и функции NO у прокариот 
изучены слабо. 

NO в клетках у прокариот обеспечивается за счет высвобождения из L-аргинина и нитрирова-
ния L-триптофана ферментом NO-синтазой.  

Bacillus и Lactobacillus – это одни из немногих микроорганизмов, у которых обнаружена NO-
синтаза [3]. Бактерии рода Bacillus, Bifidobacterium и Lactobacillus представляют собой важный 
компонент в нормальной микрофлоре желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) человека, которые эф-
фективно угнетают рост патогенных микроорганизмов в ЖКТ, регулирует поступление желчи в 
кишечник и т.д.  

Целью работы является изучение способности к NO-синтазной активности пробиотических 
бактерий.  

Объект исследования – Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Bacillus weihenstepha-
nensis, Bacillus subtilis, Bifidobacterium infantis.  

Определяли способность пробиотических бактерий к высвобождению оксида азота из L-
аргинин и триптофана через ближайший стабильный метаболит NO – нитрит (NO2) [3].  

Для обнаружения и определения количества NO2 был использован спектрофотометрический 
метод определения, основанный на реакции нитритов с реактивом Грисса [4]. Содержание нитри-
тов находили согласно калибровочному графику и визуально сравнивая интенсивность окраски 
пробы со шкалой растворов определённой концентрацией нитритов с реактивом Грисса. Нитро-
пруссид натрия (SNP) брали в качестве контроля, так как в водном растворе SNP спонтанно разла-
гается с образованием NO, который, в свою очередь, вступает в реакцию с молекулярным кисло-
рода воздуха с образованием NO2. 

Для определения способности к NO-синтазной активности исследуемые культуры прокариот 
выращивали 1-3 суток при 37°С в ГРМ-бульоне с добавлением 1 % аргинина или 1 % триптофана.  
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Оценку выживаемости штаммов бактерий в ГРМ-бульоне с L-аргинином или с L-триптофаном 
определяли по динамике роста бактерий спектрофотометрическим методом при длине волны 600 
нм (ссылка). 

Согласно результатам работы Bacillus weihenstephanensis обладает способностью к NO-
синтазной активности в отношении аргинина в первые и вторые сутки культивирования, на 3-и 
сутки данная активность уже отсутствует (таблица 1). 

 

Таблица 1. – Концентрации образовавшихся в процессе NO-синтазной активности нитритов у 
пробиотических бактерий из аргинина 

 

Кол-во  
суток  

инкубации 

Концентрация нитритов по калибровочному графику, мкг/мл 

L. delbrueckii 
L. 

acidophilus 
B. weihenstephanensis 

B. 
subtilis 

B. infantis 

1 нет нет 0,25±0,18 нет нет 
2 нет нет 0,18±0,02 нет нет 
3 нет нет нет нет нет 

 

Bifidobacterium infantis обладает способностью к NO-синтазной в отношении триптофана (таб-
лица 2). 

 

Таблица 2. – Концентрации образовавшихся в процессе NO-синтазной активности нитритов у 
пробиотических бактерий из триптофана 

 

Кол-во  
суток  

инкубации 

Концентрация нитритов по калибровочному графику, мкг/мл 

L. delbrueckii 
L. 

acidophilus 
B. weihenstephanensis 

B. 
subtilis 

B. infantis 

1 нет нет нет нет 1,43±0,40 
2 нет нет нет нет 1,33±0,34 
3 нет нет нет нет 1,23±0,31 

 

По результатам спектрофотометрии не было обнаружено ингибирующее действие L-аргинином 
и L-триптофаном в отношении исследуемых пробиотических бактерий, на это указывает отсут-
ствие значительного уменьшения оптической плотности опытных проб по сравнению с контроль-
ными (рисунок).  

 
По оси х – время инкубации, ч; по оси y – оптическая плотность D(λ) при 600 нм; 
1. Lactobacillus delbrueckii, 2. Lactobacillus acidophilus, 3. Bacillus weihenstephanensis, 4. Bacillus subtilis, 

5. Bifidobacterium infantis 
Рисунок – Оценка выживаемости штаммов бактерий в отсутствии и присутствии донора оксида 

азота 
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Таким образом, полученные результаты указывают на способность Bacillus weihenstephanensis 
и Bifidobacterium infantis к NO-синтазной активности и отсутствия цитотоксического действия ис-
следуемых аминокислот на бактерии.  

Обнаружение высвобождения монооксида азота у Bacillus weihenstephanensis и Bifidobacterium 
infantis имеет огромное значение как для биотехнологии, так и для и медицины. Проведенное ис-
следование открывает перспективы использования пробиотических препаратов на основе щтам-
мов бактерий Bacillus weihenstephanensis и Bifidobacterium infantis для поддержания уровня NO у 
человека и животных, когда есть заболевания, связанные с отклонениями в образовании NO у ор-
ганизма. 
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Монооксид азота (NO) – бесцветный газ без запаха, обладающий высокой реакционной спо-

собностью [1]. Этот легко диффундирующий свободнорадикальный газ способен легко и быстро 
проникать сквозь биологические мембраны, достигая внутриклеточных мишеней без лишних 
энергетических затрат, что позволяет ему наилучшим образом справляется с задачей сигнальной 
регуляции. NO вовлечен в регуляцию практически всех органов и систем организма млекопитаю-
щих и рассматривается как регулятор основных систем жизнеобеспечения: сердечно-сосудистой, 
системы свертывания крови, иммунной, нервной систем и др. [2 ̶ 4]. Отклонения в гомеостазе NO 
обусловливают патофизиологию многих заболеваний, связанных либо с недостаточной биодо-
ступностью NO, либо с его гиперпродукцией, обусловливающей его цитотоксичность. Малые 
концентрации NO оказывают цитопротекторное действие, высокие концентрации NO – цитоток-
сическое, антибактериальное, противогрибковое, способствуют развитию воспалительного про-
цесса, усилению апоптоза клеток, повреждают ДНК, ингибируют митохондриальное дыхание [1, 
5]. 

Концентрация циркулирующего NO в организме млекопитающих является суммарным резуль-
татом различных путей его метаболизма, включая синтез активными NO-синтазами эндогенного 
NO, реакции денитрификации экзогенных нитратов и нитритов, поступающих с продуктами пита-
ния и др.  

Изучению процесса и особенностей синтеза оксида азота активными NO-синтазами уделяется 
большое внимание в силу выработки его в конкретном органе и по конкретному требованию. 
Например, изучению нейрональной NO-синтазы уделяется внимание при исследовании тех или 
иных реакций нервной системы, а эпителиальной NO-синтазы – при проблемах сердечно-
сосудистой.Процесс денитрификации хорошо изучен у почвенных микроорганизмов, играющих 
значительную роль в круговороте азота в природе. О роли нормальной микрофлоры млекопитаю-
щих и человека в процессе денитрификации поступающих, например, с пищей нитратов и нитри-
тов, сведений крайне мало.  

Целью работы явилось изучение способности к денитрификации пробиотических бактерий.  




