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В статье приведены результаты разработки, валидации и апробации 

методики выполнения измерений интегрального содержания пробиотических 
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Введение. В настоящее время во всем мире наблюдается тенденция к 

расширению спектра пробиотических культур, используемых в функциональном 

питании, и ужесточаются требования к данным культурам. Изготовленные на основе 

заквасок и пробиотических микроорганизмов молочные продукты должны содержать 

достаточное количество заквасочных микроорганизмов в нужных видовых 

соотношениях. Для этого требуется проведение систематического контроля 

показателей качества продукции, как изготовителями, так и органами надзора. При 

контроле микроорганизмов для молочной промышленности лабораторная служба 

руководствуется целым перечнем методов, изложенных как в ГОСТированных, так и 

в отраслевых документах, поэтому разработка и аттестация методики выполнения 

измерений (МВИ) интегрального содержания пробиотических микроорганизмов в 

ферментированных молочных продуктах и бактериальных заквасках является 

актуальной. 

Материалы, методы, объекты исследования. Информационная проработка 

осуществлена с использованием реферативных, информационных и патентных 

материалов, отечественных и зарубежных журналов, данных интернет-сайтов, в т.ч. 

ГОСТ [1–12]. 

В качестве объектов исследования использовали: 

- 10 штаммов лактобактерий (L.plantarum L31/1, L.casei Бф11, L.helveticus 

a28/4, L.acidophilus a35/2 и L35/6, L.rhamnosus pl25/1, L.gasseri L9/1, L.delbrueckii 

subsp. bulgaricus b18/2, L.delbrueckii subsp. lactis L39/4, L.fermentum L36/2); 

- 4 штамма бифидобактерий: B. adolescentis Б19, B. bifidum BF27, B.animalis 

ssp. lactis Б39, B. longum C14; 

- 3 штамма пропионовокислых бактерий: Р. freudenreichii subsp. freudenreichii 

Pr 2, Р. freudenreichii subsp. freudenreichii Pr 3 и  Р. freudenreichii subsp. shermanii 

Pr 106. 

При разработке методики, для получения экспериментальных данных, 

использовали следующие виды продукции:  

- комплект из 3 концентрированных бактериальных заквасок: закваска 

концентрированная лактобактерий (L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.hellveticus, 

L. acidophilus), закваска концентрированная бифидобактерий (B. adolescentis, 

B. bifidum, B. Longum), закваска концентрированная пропионовокислых бактерий 
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(Р. freudenreichii subsp. freudenreichii); 

- йогурт 1 (жирность 1,5 %, производитель ОАО «Бабушкна крынка», г. Могилев); 

- йогурт 2 (жирность 3.0 %, производитель ОАО «Молочный мир» г. Гродно); 

- йогурт 3 (жирность 5 %, производитель ОАО «Савушкин продукт» г. Брест); 

- йогурт 4 (жирность 7 %, производитель ОАО «Бабушкна крынка», г. Могилев); 

- йогурт 5 (жирность 8 %, производитель ОАО «Молочный мир» г. Гродно). 

Для апробации разработанной методики выполнения измерений 

интегрального содержания пробиотических микроорганизмов были отобраны 

следующие образцы кисломолочной продукции и поливидовых заквасок: 

1. Активиа, биойогурт (Danon, РФ). 

2. Actimel, кисломолочный напиток (Danon, РФ). 

3. Neo Имунеле Natural, напиток кисломолочный с соком, 1,2% обогащенный 

пробиотиками (ОАО «Вимм-Биль-Дамм», РФ). 

4. Бифидин, биопродукт (ООО «Биомолпром», РБ). 

5. Аристей, греческий йогурт (Минский Молочный Завод №1, РБ). 

6. Сметана «Славянские традиции с бифидобактериями» 18% (Минский 

Молочный Завод №1, РБ). 

7. Бифиленд,  продукт кисломолочный (ОАО «Сморгонские молочные 

продукты» или ОАО «Бабушкина крынка», РБ). 

8. BioTrio, йогурт  (ОАО «Здравушка-милк», РБ). 

9. Сметана «Пан Мыслiцкi» 15% (ОАО «Щучинский МСЗ» 

производственный цех «Слоним», РБ). 

10. Сыр Ланбергольд Гранд  (ОАО «Пружанский молочный комбинат», РБ). 

11. Сыр «Альдамер» (Польша). 

12. Закваска сухая концентрированная «Пробилакт-2» (РУП «Институт мясо-

молочной промышленности»). 

13. Закваска сухая концентрированная термофильного стрепротокка и 

болгарской палочки «ТЛбБв» (РУП «Институт мясо-молочной промышленности»). 

Результаты и их обсуждение. На первом этапе исследований был 

осуществлен подбор питательных сред для культивирования бифидо-, лакто- и 

пропионовокислых бактерий. Изучен рост коллекционных штаммов бифидобактерий 

на трех питательных средах: Блаурока, кукурузно-лактозная (ГМК-1), гидрализатно-

молочная (ГМС); лактобактерий на 4-х питательных средах: МРС, Рогоза, ГО, 

Бликфельда; пропионовокислых бактерий на трех питательных средах: ПГС, ГМК-1, 

среда с лактатом кальция. Установлены различия в характере роста исследуемых 

культур на указанных средах. Анализ полученных результатов показал, что в 

количественном отношении лучший рост исследуемых культур бифидобактерий 

отмечен на среде ГМК-1, лактобактерий – на средах Рогоза и МРС, 

пропионовокислых бактерий на среде с лактатом кальция. 

Проект МВИ был разработан в соответствии с требованиями ГОСТ 8.010-99 

«Государственная система обеспечения единства измерений. Методики выполнения 

измерений. Основные положения» [13]. 

В основу проекта МВИ были положены следующие критерии: 

- методика основана на высеве определенного количества продукта и (или) его 

разведений в жидкие или агаризованные селективные питательные среды, 

культивирование посевов при оптимальных условиях и, при необходимости, 

определении морфологических свойств обнаруженных микроорганизмов и их 

подсчете. 

- методика предназначена для установления соответствия 

микробиологических показателей качества ферментированных молочных продуктов 

и бактериальных заквасок требованиям нормативно-технической документации. 

Одной из основных целей стандартизации метода является устранение 
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различий между пользователями (лабораториями), насколько это возможно, и 

данные, полученные в эксперименте по оценке точности, свидетельствуют о том, 

насколько эффективно данная цель была достигнута [14]. 

Изучение содержания пробиотических микроорганизмов в кисломолочных 

продуктах и концентрированных заквасках проводили в условиях 

воспроизводимости с участием трех производственных лабораторий: 

производственно-испытательной лаборатории РУП «Институт мясо-молочной 

промышленности», производственной лаборатории ОАО «Гормолзавод №2», 

производственной лаборатории УП «Минский хладокомбинат №2». 

Анализ данных предусматривал три этапа: 

- критическое рассмотрение данных с целью обнаружения и обработки 

выбросов и других нарушений; 

- расчёт предварительных значений прецизионности и средних значений для 

каждого уровня раздельно; 

- установление окончательных значений прецизионности и средних значений. 

В ходе проведения межлабораторного эксперимента были определены 

основные метрологические характеристики по оперативному контролю 

повторяемости и воспроизводимости разработанной методики.  

Для определения метрологических характеристик были использованы 

17 коллекционных штаммов. 

Эксперимент проводился в соответствии с перечисленными этапами: 

- определение комплекта из 10 коллекционных штаммов лактобактерий, 

4 коллекционных штаммов бифидобактерий и 3 колллекционных штаммов 

пропионовокислых бактерий. 

- получение каждой из лабораторий групп повторных независимых 

результатов измерений n при строго определенных условиях повторяемости; 

- статистический анализ полученных групп результатов измерений с точки 

зрения их совместимости и наличия выбросов; 

- расчет средних значений, оценок стандартных отклонений на основании 

невыбросовых значений; 

- расчет стандартного отклонения внутрилабораторной повторяемости, 

стандартного отклонения воспроизводимости, предела повторяемости r и предела 

воспроизводимости R. 

При валидации были выбраны следующие валидационные характеристики и 

показатели точности: 

– СКО и предел повторяемости; 

– СКО и предел воспроизводимости. 

В результате валидации методики при проведении межлабораторного 

эксперимента для каждого из уровней были рассчитаны: среднее значение, 

стандартное отклонение повторяемости Srj (3,93х10
7 

для лактобактерий, 1,27х10
8 

для
 

бифидобактерий и 3,00х10
7 

для пропионовокислых бактерий) стандартное 

отклонение воспроизводимости SRj (соответственно 8,45х10
7
, 1,35х10

8
, 7,78х10

7
)  

предел повторяемости r (соответственно 1,10х10
8
, 1,35х10

8
, 8,4х10

7
)  и предел 

воспроизводимости R (соответственно 2,37х10
8
, 3,78х10

8
, 2,18х10

8
). 

Результаты испытаний, полученные разными операторами в различных 

лабораториях, были проверены на наличие выбросов и разбросов с помощью 

числового метода по критерию Граббса. Установлено, что единичные разбросы и 

выбросы отсутствуют, что свидетельствует о приемлемости измерений. 

Для проведения апробационных испытаний в лабораторных условиях МВИ по 

определению интегрального содержания пробиотических микроорганизмов в 

ферментированных молочных продуктах и концентрированных бактериальных 

заквасках использованы образцы различных заквасок и йогуртов. Апробационные 
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экспериментальные значения не превышали установленных пределов повторяемости 

r и предела воспроизводимости R, что свидетельствует о приемлемости полученных 

результатов в соответствии с разработанной МВИ. 

При оценке неопределённости измерения использовали стандартное 

отклонение воспроизводимости , как включающее большее по сравнению со 

стандартным отклонением повторяемости  количество составляющих 

неопределённости.  

Прецизионность методики определения пробиотических микроорганизмов 

представлена в таблице 1, значения суммарной стандартной и расширенной 

неопределённости – в таблице 2. 

 

Таблица 1 – Значения показателей повторяемости и воспроизводимости 

 

Виды продукции 

Показатель 

повторяемости 

(Sr) (СКО 

повторяемости), 

КОЕ/г 

Показатель 

воспроизво-

димости (SR) 

(СКО 

воспроизво-

димости), 

КОЕ/г 

Предел 

повторяемости (r), 

(для двух 

результатов 

параллельных 

определений), 

КОЕ/г 

Предел 

воспроиз-

водимости (R), 

(для двух 

единичных 

измерений), 

КОЕ/г 

Закваска 

концентрированная 

лактобактерий 

2,6х10
7 

2,8х10
7
 8,0х10

7 
8,0х10

7
 

Закваска 

концентрированная 

бифидобактерий  

1,8х10
7
 1,8х10

7
 5,0х10

7
 6,0х10

7
 

Закваска 

концентрированная 

пропионовокислых 

бактерий  

4,1х10
7
 4,4х10

7
 1,4х10

8
 1,5х10

8
 

Ферментированные 

молочные продукты с 

лактобактериями 

2,3х10
7
 2,3х10

7
 6,3х10

7
 7,0х10

7
 

Ферментированные 

молочные продукты с 

бифидобактериями  

2,1х10
6
 2,3х10

6
 6,0х10

6
 7,0х10

6
 

 

Таблица 2 – Оценка неопределённости результатов измерений, выполненная  

в соответствии с МВИ 

 

Виды продукции 

Суммарная стандартная 

неопределённость (u), 

КОЕ/г 

Расширенная 

неопределённость (U)*, 

КОЕ/г 

Закваска концентрированная лактобактерий  2,8х10
7 

5,6х10
7
 

Закваска концентрированная бифидобактерий 1,8х10
7
 3,7х10

7
 

Закваска концентрированная 

пропионовокислых бактерий 
4,4х10

7
 8,7х10

7
 

Ферментированные молочные продукты с 

лактобактериями 
2,3х10

7
 4,6х10

7
 

Ферментированные молочные продукты с 

бифидобактериями 
2,3х10

6
 4,6х10

7
 

* k=2, P=95% 

 

На заключительном этапе работы были проведены исследования по апробации 

разработанной методики на кисломолочной продукции (сметана, йогурт, 

кисломолочные напитки) и поливидовых концентрированных заквасках. 
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Для определения присутствия и подсчета количества бактерий рода 

Lactobacillus  проводили посев на среду МRS, бактерий рода Bifidobacterium – на 

среду ГМК-1, пропионовокислых бактерий – на среду с лактатом кальция. 

Результаты посевов приведены в таблице 3. 

 

Таблица 3 – Результаты микробиологических посевов из разных кисломолочных 

продуктов и поливидовых заквасок 

 

Наименование продукта 
Количество микроорганизмов, КОЕ/г 

Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp. Propionibacterium sp. 

напиток кисломолочный: 

Actimel 4,5х10
8
 - - 

Neo Имунеле Natural 5,0х10
7
 - - 

биопродукт: 

Бифидин - 1,5х10
8
 - 

Бифиленд - 4,2х10
8
 - 

биойогурт: 

Активиа 3,3х10
8
 3,45х10

8
 - 

Аристей - 2,5х10
6
 - 

BioTrio 1,2х10
7
 2,5х10

6
 - 

сметана: 

Славянские традиции с 

бифидобактериями 
- 2,1х10

6
 - 

Пан Мыслiцкi - 1,3х10
7
 - 

сыр: 

Ланбергольд Гранд   - - 7,5х10
3
 

Альдамер - - 1,7х10
4
 

закваски сухие концентрированные поливидовые: 

Пробилакт-2 3,1х10
9
 - - 

ТЛбБв 1,5х10
9
 - - 

  

Полученные эксперементальные данные по кисломолочной продукции 

(напитки кисломолочные, биойогурты, биопродукты, сметана) и сухим 

концентрированным закваскам соответствовали данным приведенным на товарных 

этикетках.  

Заключение. Разработанная методика выполнения измерений интегрального 

содержания пробиотических микроорганизмов в кисломолочных продуктах и 

концентрированных заквасках позволяет получать результаты испытаний, 

удовлетворяющие предварительно установленным критериям приемлемости и может 

быть использована для количественного определения пробиотических 

микроорганизмов в кисломолочных продуктах и концентрированных заквасках 

микробиологическим методом. 
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Summary 

 

The article describes the results of the work on the development, validation and 

testing of procedure of measurements of the integral content of probiotic microorganisms 
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