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3. Цел и задачи на проекта: 

Целта на настоящия проект е да се проучат на генетично ниво основните функционални 

характеристики на аМКБ изолирани от спонтанно ферментирали теста от региона на Южен 

Централен район за планиране, както и да се проведат технологични изследвания за оценка 

на ферментационния капацитет на селектирани щамове при производство на хляб. 

НАУЧНИ ЗАДАЧИ ЗА ТРЕТАТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛНА ГОДИНА 

За реализиране на целта е необходимо изпълнението на следните научни задачи: 

 

1. Изследване на антимикробна активност и способност за синтез на бактериоцини: 

2. Изследване на технологичните свойства на селектирани щамове аМКБ при 

производство на хляб. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фигура 1. Определяна на количеството и качеството на изолираната ДНК. 

Спектрофотометрично определяне на чистотата на ДНК. 

 

В опит да се определи дали избраните щамове носят гени за производството на известни 

платарицини, използвайки PCR анализ бяха използвани праймери, специфични за отделните 

гени на плантарицин (Таблица 1). Осем изолата от Lactobacillus plantarum, носят най-малко 

един или повече гена от плантарициновия клъстер, описан преди в щамовете  на L. plantarum 

(Diep, 1996; Diep, 2003). В един изолат от настоящото изследване, L. Plantarum - 5.2 не са 

установени гени за синтез плантарицини (Фигура 2).  

 

От гените в оперона plnABCD на L. рlantarum – всички от изолираните щамове Lactobacillus 

plantarum, са установени за plnA, plnB и plnС, но не са изследвани за наличие на ген за синтез 

на plnD. 

 

Вариации в този оперон също са докладвани за генните клъстери, описани при опитите с L. 

plantarum NC8 от маслини и L. plantarum J23 от гроздовата мъст (Maldonado, 2004; Rojo-

Bezares, 2008). Сравнителен геномен анализ на L. plantarum щамовете също предполагат 

Щамове Концентрация 

на ДНК ng/μl 

Lactobacillus plantarum C6 53.973 

Lactobacillus plantarum I6 69.985 

Lactobacillus plantarum K1 58.490 

Lactobacillus plantarum L1 75.824 

Lactobacillus plantarum Q2 77.227 

Lactobacillus plantarum Q3 68,530 

Lactobacillus plantarum Q4 87,230 

Lactobacillus plantarum S1 56,550 

Lactobacillus plantarum S4 64,600 



висока вариабилност на производство на плантарицини и имунитет (Molenaar, 2005). 

Следователно, подобни варианти могат да се появят и в щамовете, получени в настоящото 

изследване. 

 

PCR анализът показа наличие на плантарицин А (plnA) в щамовете на L. рlantarum G6, K1, 

L1, Q3. PlnA индуцира транскрипция на гени, организирани по-долу пет оперона: plnABCD, 

plnEFI, plnJKLR, plnMNOP и plnGHSTUV (Diep, 1994). plnA, plnE, plnF, plnJ, plnK и plnN 

кодират типични прекурсори на бактериоцитен пептиди (Diep, 1996), докато е 

предположено, че plnl кодира протеини, свързани с имунитета. Други гени често се срещат 

заедно с производството на бактериоцини също са открити в pln опероните; plnB и plnC 

кодират протеини, участващи в трансдукцията на сигнала на феромоните, кодирани от рlnA 

(Brurberg, 1997).  

 

Плантарицин B (plnB) e установен в щамовете Q3, Q4 и S1.  

 

Плантарин EF и плантарицин W, кодирани от plnEF и plnW локуси, се класифицират 

съответно като клас I бактериoцини и клас II бактериoцини. Присъствие на два pln локуси, 

кодиращи бактериоцини от два различни класа, допринася значително за широкия 

инхибиращ спектър на щамовете L. рlantarum.  PlnW е нов двупептиден бактериоцин от 

Lactobacillus plantarum, който инхибира голям брой грам - положителни бактерии (Holo, 

2001). PlnEF, -J и -К, когато са тествани срещу грам отрицателния моделен организъм 

Escherichia coli K-12 са показали висока ефективност при определени условия (Pal, G and 

S. Srivastava, 2014). В настоящето проучване PlnJ не е амплифициран посредвом PCR 

реакция със специфични праймери по Diep (1996).   

От друга страна PlnК беше установен във всички  щамовете с изключение на Lactobacillus 

plantarum Q3. Ben Omar и сътр. (2008) докладват plnD, plnEF, plnI, plnG и plnK като най-

често срещаните гени в МКБ от вида L. plantarum. Въпреки че L. plantarum е широко 

разпространен в ферментирали храни, гените, кодиращи плантарицини NC8 и W не бяха 

открити в нито един щам, изолирани от проби от пото-пото (Ben Omar, 2008). Изобилието от 

plnK е основното сходство в резултатите от тяхното проучване и настоящите резултати.  

Ген за плантарицин S е открит при приблизително 20% от изолатите от L. plantarum в две 

различни изследвания (Maldonado, 2002; Ben Omar, 2008). В настоящето молекулярно 

изследване се не установи в иследваните щамове. 

  

Новият генетичен състав и организацията на plnEF локуса и едновременното наличие на 

plnEF и plnW локуси показват, че всички щамове са нови мулти-бактериоцинови 



производители, които притежават огромен потенциал за употреба в различни направления в 

хранитенло-вкусовата индустрия.  

Производството на бактериоцини често се свързва с мобилните генетични елементи, които 

могат да улеснят трансфера на гените между различни видове и щамове, споделящи една и 

съща ниша. Ben Omar и сътр. (2008) откриха някои гени на плантарицин от Lactobacillus 

fermentum, изолиран в същата ниша като L. plantarum. Изолатите L. рlantarum инхибират 

развитието и на Bacillus subtilis и Bacillus cereus, които предизвикват хлебната развала. 

 

Таблица 2. Молекулярен анализ на наличие на гени за производството на бактериоцини от 

изследваните щамове Lactobacillus plantarum. 

  Lactobacillus plantarum 

Bacteriocins 
G6 I6 K1 L1 Q3 Q4 S1 S4 

  

NISIN ND ND + + + + ND ND 

PEDIOCINE + ND ND ND ND ND ND ND 

Pln A + ND + + + ND ND + 

Pnl B ND + ND ND + + + ND 

Pln C ND + + + ND + + + 

Pln D ND + ND ND ND ND ND ND 

Pln EF + + + + + + + + 

Pnl I + + + + + ND + + 

Pln J ND ND ND ND ND ND ND ND 

Pnl K + + + + ND + + + 

Pln G + + + + + + + + 

Pln N ND + + + ND ND ND ND 

Pln NC8 ND ND ND ND ND ND ND ND 

Pnl S ND ND ND ND ND ND ND ND 

Pnl W ND ND ND ND ND ND ND ND 

 

Генът, кодиращ низин е наличен в щамовете Lactobacillus plantarum К1, L1 Q3. Нисинът се 

проивежда и от щамове на Lactobacillus brevis (G2, G6, J5 L3, L5) и Lactococcus lactis A1. 

Низинът е термоустойчив бактериоцин, произведен от определени щамове на Lactococcus и  

Lactobacillus. Низинът е предимно активен срещу Грам-положителни бактерии, включително 

Clostridium, Bacillus, Staphylococcus (Ray аnd Daeschel, 1994.) и видовете Listeria (Ponce, 

1998). Директно добавяне на низин в храните води до незабавно намаляване на бактериите 

популации на хранителните патогени. Педиоцин се среща в генома на Lactobacillus brevis G6, 

но не беше установен в останалите от изследваните щамове.  

 

Таблица 3. Молекулярен анализ на наличие на гени за производството на бактериоцини от 

изследваните щамове Lactobacillus brevis и . L. lactis 

 



Bacteriocins Lactobacillus brevis L. lactis 

C6 G2 G6 J5 K4 L3 Q1 L5 A1 

Nisisn ND + + + ND + ND + + 

 

 

Предстоящи проучвания с неутрализираните и обработените с каталаза супернатанти на 

щамовете L. Рlantarum и Lactobacillus brevis, които показват антимикробна активност срещу 

причинителите на микробната развала на хляба. Това са бакрерии от род Bacillus и 

плесенови гъби от род Fusarium, Rhizopus, Penicillum чрез агар-дифузионния метод.. 

 

 

Извод: 

Изследваните щамове - Lb. plantarum (I6, K1, L1, Q2,Q3,Q4, S1 S4) L. brevis (K1, L1, Q3) L. 

lactis A1показват изразен инхибиторен ефект както  към Bacillus subtilis и Bacillus cereus 

така и към плесенови гъби, причинители на развалата на храната. Проявената от тези 

щамове аМКБ антимикробна активност най-вероятно се дължи на продукцията на 

бактериоцини (низин, педиоцин и плантарицини)или бактериоцинподобни метаболити. 
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