Биолюминесцентный экспресс-метод определения живых микроорганизмов в кисломолочных продуктах
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В настоящее время растет интерес к разработке новых продуктов питания, содержащих живые пробиотические микроорганизмы. Однако мониторинг выживаемости пробиотических культур в пищевых продуктах серьезно затруднен из-за отсутствия быстрых чувствительных методов их количественной оценки. Одним из перспективных подходов является биолюминесцентный анализ, основанный на определении аденозинтрифосфата (АТФ) – универсального маркера жизнеспособности клеток [1]. Реакция окисления люциферина, катализируемая люциферазой светляков, сопровождается испусканием света, интенсивность которого пропорциональна концентрации АТФ. Цель данной работы – разработка биолюминесцентного экспресс-метода для количественного определения общего содержания пробиотиков (живых лакто-, бифидо- и молочнокислых бактерий) в йогуртах.
[bookmark: _Hlk223897173][bookmark: _Hlk223897163][bookmark: _Hlk223897184][bookmark: _Hlk223892465][bookmark: _Hlk223897015]Объектами исследования служила продукция различных производителей с неистекшим сроком годности: йогурты «Lactica», «Vennʼs», питьевые йогурты «Actimuno», «Viola», «АктиБио», «Exponenta», домашний йогурт на закваске «Самоквашино», биотворог «Тёма» и др. с различным содержанием пробиотиков. Пробоподготовка включала предварительное разбавление образцов 0,9%-ным раствором NaCl (1:1, 1:2, 1:5). Для определения общего АТФ с помощью АТФ-реагента на основе люциферазы светляков L. mingrelica разбавленные образцы лизировали диметилсульфоксидом (ДМСО). Определение внеклеточного содержания АТР проводили в супернатанте после центрифугирования образца (10000 об/мин, 60 с). Содержание внутриклеточного АТФ, пропорциональное количеству клеток, сохранивших жизнеспособность, рассчитывали по разности АТФвн=ATФобщ–АТФвнекл. Интенсивность биолюминесценции измеряли на люминометре FB-12 (Berthold Detection Systems, Германия). В качестве контроля для подсчета микроорганизмов и определения удельного содержания АТФ в клетке использовали традиционный микробиологический метод посевов разведений на агаризованной питательной среде. 
Установлено, что предварительное разбавление образцов физраствором и использование метода добавок при определении АТФ позволяет учесть влияние матричных компонентов на ферментативную активность. Расчет КОЕ/мл по содержанию АТФвн показал, что все указанные образцы соответствуют заявленным производителем характеристикам и концентрация пробиотиков лежит в диапазоне 106-107 КОЕ/мл (в зависимости от вида продукции). Однако обнаружено, что образцы содержали различные концентрации АТФ вне клеток (10-6-10-10 М), источником которых являются разрушенные в ходе производства и хранения продукции клетки. Так, доля погибших клеток составила от 0,15% (питьевой йогурт «Actimuno») до 95% («Viola»).
Таким образом, биолюминесцентный АТФ-анализ может служить надежным экспресс-методом для контроля качества молочной продукции, содержащие пробиотики, обеспечивая получение результата в течение 5 – 10 мин.  
Работа выполнена в рамках государственного задания МГУ имени М.В. Ломоносова (тема № 121041500039-8).
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