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Аннотация:  Витамин  B12  является  важнейшим  питательным  веществом  для  веганского  и  вегетарианского  образа  жизни,  

поскольку  источники  витамина  B12  встречаются  редко.  Традиционные  ферментированные  продукты  можно  обогатить,  

добавив  бактерии ,  продуцирующие  витамин  B12,  чтобы  обеспечить  источники  витаминов  неживотного  происхождения.  

Цель  заключалась  в  том,  чтобы  выделить  производителя  витамина  B12 ,  который  способен  производить  активный  для  

человека  витамин  даже  при  низких  значениях  pH,  чтобы  его  можно  было  использовать  при  обогащении  фруктовых  соков.  

Поэтому  ферментированные  продукты  (домашние  и  промышленные)  и  пробиотики  были  проверены  на  наличие  штаммов,  

продуцирующих  витамин  B12 .  Модифицированный  микробиологический  анализ  витамина  B12  на  основе  Lactobacillus  

delbrueckii  subsp.  Lactis  DSM  20355  использовался  для  идентификации  образцов ,  содержащих  витамин  B12,  и  наличия  

штаммов,  продуцирующих  витамин  B12.  В  результате  скрининга  было  выделено  несколько  штаммов,  положительных  на  

образование  витамина  B12 ,  полученных  из  закваски.  Масс-спектрометрия  подтвердила  биосинтез  исключительно  

физиологически  активной  формы  человека.  Идентификация  видов,  проведенная  Немецкой  коллекцией  штаммов  

микроорганизмов  и  клеточных  культур,  привела  к  выделению  двух  видов:  Acetobacter  orientalis  и  Acetobacter  Malorum,  из  

которых  два  изолята  были  дополнительно  охарактеризованы.  Потенциал  биосинтеза  кобаламина  в  пищевых  матрицах  был  

продемонстрирован  для  A.malorum  HFD  3141  и  A.  orientalis  HFD  3031  в  яблочном  соке  при  различных  значениях  pH  (2,85–

3,80).  Изоляты  синтезировали  до  18,89  мкг/л  и  7,97  мкг/л  витамина  B12  при  pH  3,80.  Результаты  этого  исследования  

показывают,  что  уксуснокислые  бактерии  (ААБ)  и  ферментированные  уксуснокислые  продукты  являются  многообещающими  

источниками  витамина  B12  и  его  производителей,  на  которые  в  прошлом  могли  не  обращать  внимания.

Ключевые  слова:  кобаламин;  псевдокобаламин;  ацетобактерия;  уксуснокислые  бактерии;  биофортификация  пищевых  

продуктов;  скрытый  голод
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распространяется  на  условиях  и

Несмотря  на  то,  что  кобаламин  (витамин  B12)  вырабатывается  исключительно  некоторыми  
бактериями  и  архей,  продукты  животного  происхождения  (мясо,  яйца  и  молоко)  представляют  собой  
основной  источник  кобаламина  в  рационе  человека  [1].  Если  их  пропустить,  соблюдение  рекомендуемого  
уровня  ежедневного  потребления  может  оказаться  затруднительным.  Немецкое  веганское  исследование  
(GVS)  выявило  значительный  разрыв  в  потреблении  витамина  B12  среди  веганов  и  вегетарианцев  [2].  GVS  
обнаружил,  что  мужчины-веганы  потребляют  всего  0,84  ±  1,21  мкг/день,  а  женщины-веганы  потребляют  0,78  
±  2,14  мкг/день  кобаламина,  что  ниже  рекомендуемой  EFSA  суточной  дозы  в  4,0  мкг  [3].  Таким  образом,  
обеспечение  жизненно  важными  питательными  веществами  посредством  ферментированных  растительных  
продуктов  представляет  собой  благоприятный  и  экономически  эффективный  подход  к  устранению  этого  
неравенства  в  питании  [4].

Не  все  бактерии  способны  продуцировать  витамин  B12,  поэтому  необходимо  выделить  и  
идентифицировать  способные  штаммы.  Выявленные  в  литературе  продуценты  витамина  В12  относятся  к  
родам  Aerobacter,  Agrobacterium,  Alcaligenes,  Azotobacter,  Bacillus,  Clostridium ,  Corynebacterium,  
Flavobacterium,  Micromonspora,  Mycobacterium,  Nocardia,  Protminobacterium.
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Предпочтительное  значение  pH  для  ПАБ  находится  в  диапазоне  от  6  до  7  [13],  а  толерантность  
колеблется  до  pH  5,0  [14].  Как  следует  из  названия,  он  производит  острый  пропионат,  характерный  для  
некоторых  типов  сыра  [15],  но  может  быть  нежелателен  в  биообогащенных  продуктах.  МКБ  производят  
менее  острую  молочную  кислоту  в  качестве  основного  конечного  продукта  метаболизма;  они  часто  
ауксотрофны  по  отношению  к  нескольким  аминокислотам  и  витаминам  [16]  и  требуют  богатой  питательными  
веществами  среды  для  ферментации.  Оптимум  рН  зависит  от  штамма  и  колеблется  от  5,5  до  6,2  для  
лактобактерий  и  от  4,5  до  6,5  для  большинства  штаммов  рода  Lactobacillus  [17].

Однако,  поскольку  не  все  бактерии  используют  кобаламин-зависимые  пути  и  существуют  независимые  
от  кобаламина  альтернативы  [19],  этот  метод  не  является  полностью  дискриминационным  по  
отношению  к  непродуцирующим  организмам  [20].  Этот  метод  был  успешно  применен,  выделив  четыре  
штамма  Lactobacillus  из  Нукадзуке  (японский  маринованный  огурец)  [9];  один  Bacillus  sp.  штамм  Туа-
Ноа  (несоленая  ферментированная  соя)  [21];  и  Lactobacillus  Lactis,  Levilactobacillus  brevis  и  Pediococcus  
pentosaceus  в  результате  промышленной  ферментации  Chlorella  vulgaris  [22].  Присутствие  гомологов  
слитых  генов  bluB/cobT2  [23,24]  или  гена  cbiK  [20,25]  использовалось  в  качестве  маркеров  для  
идентификации  вероятных  производителей  витамина  B12 .  Эти  гены  кодируют  специфические  
ферменты  синтеза  кобаламина:  ферменты  BluB  и  CobT2  катализируют  образование  низшего  лиганда  
DMBI  (5,6-диметилбензимидазола)  витамина  B12 ,  а  также  его  активацию  и  включение  в  молекулу  
кобаламина  [24].  CbiK  катализирует  включение  иона  кобальта  в  структуру  кобаламина  [26].  Бхушан  
и  др.  применили  трехфазный  ( среда,  не  содержащая  витамина  B12,  добавление  кобальта  и  скрининг  
гена  cbiK)  метод  скрининга  для  выделения  лактобацилл  из  образцов  человека  (грудное  молоко  и  
фекалии)  [20].  В  результате  скрининга  были  выделены  два  штамма  Lactiplantibacillus  plantarum.

Хотя  выделение  было  успешным,  авторы  приходят  к  выводу,  что  первые  два  этапа  (или  лактобактерии)  
должны  быть  более  селективными  и  проводиться  исключительно  по  скринингу  гена  cbiK,  чтобы  быть  
достаточным  для  идентификации  перспективных  штаммов.  Кумари  и  др.  провели  целенаправленную  
однофазную  идентификацию  по  гену  cbiK  и  идентифицировали  три  штамма,  продуцирующих  витамин  
B12  (Limosilactobacillus  reuteri  F2,  Lactiplantibacillus  plantarum  V7  и  Lacticaseibacillus  rhamnosus  F5),  
выделенных  из  образцов  фекалий  младенцев  [25].  Хугеншмидт  и  др.  скринировали  штаммы  PAB  и  LAB  
путем  прямого  измерения  содержания  кобаламина  в  культуральной  среде  методом  ВЭЖХ,  не  
ограничивая  штаммы,  тестируемые  вышеуказанными  методами  [6].

Для  выделения  и  идентификации  микроорганизмов-продуцентов  витамина  В12  из  сложных  
матриц  или  коллекций  штаммов  используются  различные  подходы ,  в  том  числе  методы,  основанные  
на  составе  среды ,  наличии  отдельных  генов  или  прямом  измерении  витамина  в  ферментационной  
среде.  Чаще  всего  тестирование  потенциала  роста  изолятов  на  средах,  не  содержащих  витамина  B12,  
используется  для  селективного  выращивания  потенциальных  производственных  штаммов.  Гипотеза  
состоит  в  том,  что  на  среде  могут  расти  только  бактерии,  если  они  способны  производить  витамин.  
Витамин  B12  действует  как  кофермент  в  различных  прокариотических  путях,  например,  в  кобаламин-
зависимой  метионинсинтазе  [18],  глицеролдегидратазе  и  этаноламинаммиаклиазе  [19].

ter,  Proteus,  Pseudomonas,  Rhizobium,  Salmonella,  Serratia,  Streptomyces,  Streptococcus,  Xanthomonas  
[5],  Propionibacterium  (например,  [5,6]),  Acetobacter  [7,8],  Gluconobacter  [8]  и  Lactobacillus  ( например,  
[9,10]).  В  то  время  как  денитрификаторы  Pseudomonas  и  Propionibacterium  freudenreichii  subsp.  
shermanii  используются  для  промышленных  крупномасштабных  производств,  исследования  по  
биофортификации  пищевых  продуктов  сосредоточены  на  молочнокислых  бактериях  (МКБ)  и  
пропионовокислых  бактериях  (ПАБ)  [11],  главным  образом  Propionibacterium  freudenreichii  [4].  LAB  и  P.  
freudenreichii  обладают  статусом  GRAS  («общепризнанными  безопасными»)  согласно  Управлению  по  
контролю  за  продуктами  и  лекарствами,  поэтому  их  применение  понятно.  Штаммы  P.  freudenreichii  
прототрофны  по  всем  аминокислотам  и  нуклеотидам  [12],  что  означает  относительно  низкую  потребность  в  ферментационных  средах.
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После  идентификации  вероятных  производителей  витамина  B12  их  способность  к  образованию  
витамина  B12  обычно  проверяется  с  помощью  микробиологического  анализа  с  использованием  
Lactobacillus  leichmannii  ATCC  7830  (=L.  delbrueckii  subsp.  Lactis  DSM  20355)  [10,21,22]  или  
хроматографических  методов  (жидкостная  хроматография ).  –  тандемная  масс-спектрометрия  (ЖХ-МС/
МС)  [23]  и  сверхбыстрая  жидкостная  хроматография  с  диодно-матричным  детектором  (UFLC-DAD)  [20]).  
Микробиологический  анализ  витамина  B12  основан  на  этом  ауксотрофном  индикаторном  штамме  
витамина  B12 ,  который  инкубируется  с  определенным  объемом  образца  в  среде  для  анализа,  не  содержащей  витамина  B12.  Рост  показателя
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Для  нанесения  штрихов  на  чашки  добавляли  1,5%  агара.

2.  Материалы  и  методы

Активные  и  неактивные  формы  витамина  B12  человека  различаются  по  нижнему  аксиальному  лиганду.  
Нижним  аксиальным  лигандом  псевдовитаминов  является  аденин,  тогда  как  у  человека  ДМБИ  присутствует  
в  активной  форме  [7,23].

2.2.  Образцы  

Коммерческие  образцы  одной  закваски  (Seitenbacher  Natur  Sauerteig,  Seitenbacher  Naturkost,  Buchen,  
Германия),  одного  сока  квашеной  капусты  («Sauerkrautsaft»,  dmBio,  Карлсруэ,  Германия)  и  одного  
ферментированного  хлебного  напитка  («Original  Kanne  Brottrunk»,  Kanne  Brottrunk  GmbH  und  Co.  
Betriebsgesellschaft  KG,  Зельм-Борк,  Германия)  были  куплены  в  местных  супермаркетах;  четыре  образца  сырого  
молока  были  получены  с  местных  молочных  ферм  (территория  Фульды  и  ее  окрестностей,  Германия);  и  четыре  
пробиотика  были  заказаны  онлайн.  Содержащиеся  виды  перечислены  ниже  для  отдельных  продуктов;  если  
они  были  реклассифицированы  в  ходе  таксономической  реорганизации  в  2020  г.  [27],  дается  новое  видовое  
обозначение:  •  «Symbio  Extra  RedCare»,  Shop-Apotheke  BV,  Sevenum,  Нидерланды:  

Lactobacillus  acidophilus,  Lacticaseibacillus  paracasei,  Lactococcus  Lactis,  Bifidobacterium  Lactis;  •  «OMNi-BiOTiC®  
10»,  APG  Allergosan  Pharma  GmbH,  Грац,  Австрия:  L.  acidophilus  W55,  L.  acidophilus  W37,  L.  

plantarum  W1,  B.  Lactis  W51,  Enterococcus  faecium  W54,  L.  paracasei  W20,  Lacticaseibacillus  rhamnosus  W71. ,  
Ligilactobacillus  salivarius  W24,  L.  plantarum  W62,  Bifidobacterium  bifidum  W23;

•  «BactoFlor  10/20»,  Dr.  Wolz  Zell  GmbH,  Гайзенхайм,  Германия:  B.  bifidum,  Bifidobacterium  breve,  Bifidobacterium  
longum,  L.  acidophilus,  L.  paracasei,  Limosilactobacillus  reuteri,  L.  rhamnosus,  L.  plantarum,  E .  феций;

PAB  (агар  Propionibacterium):  для  целевого  обогащения  пропионовокислых  бактерий  
использовали  среду  DSMZ  91  (10,0  г  казеинового  пептона,  безвитаминного  (Carl  Roth,  
Карлсруэ,  Германия);  5,0  г  дрожжевого  экстракта;  10,0  г  Na-лактата.  (60%  мас./об.,  
ThermoScientific,  Geel,  Бельгия  и  15,0  г  агара  (Carl  Roth,  Карлсруэ,  Германия)  в  1000  мл  
деминерализованной  воды).  В  анаэробной  банке  чашки  с  агаром  инкубировали  в  анаэробных  
условиях  с  использованием  Anaerocult  A  (Merck,  Дармштадт,  Германия).

2.1.  Используемые  питательные  среды  для  обогащения  

и  выделения  mMBA  (модифицированная  микробная  среда  для  анализа  витамина  B12 ):  всего  в  
42,3  г  микробной  среды  для  анализа  витамина  B12  (M036,  HiMedia,  Thane,  Индия)  добавляли  5  мг/л  
кобальта-(II).  -гексагидрат  хлора  (Carl  Roth,  Карлсруэ,  Германия)  и  5  г/л  глицерина  (VWR  Chemicals,  
Дармштадт,  Германия)  для  накопительной  культуры.  Перед  автоклавированием  (121  �C,  15  мин)  
9  мл  среды  разливали  в  культуральные  пробирки  емкостью  12  мл  с  завинчивающимися  крышками.

штамм,  определяемый  по  оптической  плотности  (ОП),  является  мерой  концентрации  
присутствующего  витамина  B12 .  Что  касается  физиологии  питания,  крайне  важно  учитывать  
возможность  того,  что  микроорганизмы  могут  производить  формы  кобаламина,  которые  не  
имеют  физиологической  функции  у  человека  (псевдокобаламин).  Однако  у  микроорганизмов  эти  
аналоги  могут  выполнять  те  же  функциональные  свойства,  что  и  настоящий  витамин  B12  [23].  
Хотя  индикаторный  штамм  не  может  отличить  активный  для  человека  витамин  B12  от  
неактивных  псевдовитаминов,  хроматографические  процедуры,  такие  как  LC-MS/MS,  позволяют  различать  формы  [23].
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Это  исследование  было  направлено  на  выделение  и  идентификацию  новых  штаммов,  продуцирующих  
кобаламин,  из  сложных  продуктов  ферментации  и  смешанных  культур  с  использованием  среды,  не  содержащей  
витамина  B12.  Изолят  должен  быть  способен  продуцировать  физиологически  активный  витамин  B12  и  
демонстрировать  толерантность  к  низким  значениям  pH.  Применение  для  биофортификации  пищевых  
продуктов  было  протестировано  на  яблочном  соке  для  достижения  заявленных  концентраций  витамина  B12  
без  необходимости  регулирования  pH  или  добавления  веществ,  способствующих  росту  (например,  дрожжевого  
экстракта).  Целевой  была  концентрация  не  менее  1,9  мкг  витамина  B12/л ,  поскольку  это  требование  для  
заявлений  о  вреде  для  здоровья  в  соответствии  с  Регламентом  (ЕС)  №  1169/2011  Европейского  парламента  и  совета  (редакция  от  1  октября  2018  г.).
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были  проверены  на  наличие  витамина  B12  MBA,  и  100  мкл  образца  были  проверены  на  наличие  витамина  B12  MBA,  и  100  мкл  образца  были  переданы

в  солевой  раствор,  100  мкл  ресуспендированной  культуры  переносили  в  физиологический  раствор,  а  100  мкл  ресуспендированной  культуры  переносили  в  mMBA  и

переносили  на  9  мл  MRS  с  pH  5,7  (Карл  Рот,  Карлсруэ,  Германия)  и  инкубировали  при  30  °C  до  9  мл  MRS  с  pH  5,7  (Carl  Roth,  Карлсруэ,  Германия)  и  инкубировали  при  30  �C  в  течение  48  часов  до

Процедура  проверки  показана  на  рисунке  1.  На  первом  этапе  пищевые  продукты  Процедура  проверки  показана  на  рисунке  1.  На  первом  этапе  пищевые  продукты  были

доступ  20  июня  2024  г.,Среда  для  анализа  амина  B12 .  Создано  с  помощью  BioRender.com

Рисунок  1.  Процедура  выделения  и  скрининга  производителей  кобаламина  в  различных  образцах  пищевых  продуктов  
и  пробиотиков.  MBA:  микробный  анализ,  PAB:  агар  с  пропионибактериями  и  mMBA:  модифицированный  микробный  анализ.
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Б.  бифидум,  Б.  лактис.

2.3.  Обзор  процедуры  изоляции

Четыре  образца  закваски  домашнего  брожения  и  один  кимчи  домашнего  брожения  были  четыре  образца  
закваски  домашнего  брожения  и  один  кимчи  домашнего  брожения  были

2.3.  Обзор  процедуры  изоляции

образец  был  отброшен.  был  отброшен.

определить  наличие  продуцентов  кобаламина  в  микробном  сообществе.  Положительные  образцы  MBA  
распределяли  на  агаре  mMBA  и  PAB  (анаэробная  инкубация)  с

Б.  бифидум,  Б.  лактис.

Синтез  докобаламина  хорошо  описан  в  литературе  [7,23].  Синтез  псевдокобаламина  без  инокуляции  мМБА  
хорошо  описан  в  литературе  [7,23].  Непривитый

использовали  в  качестве  отрицательного  
контроля.  мМБА  использовали  в  качестве  отрицательного  контроля.

мМБА  после  инкубации  при  30  °C  в  течение  48–72  часов.  Последнюю  субкультуру  использовали  для  МВА  для  
определения  присутствия  продуцентов  кобаламина  в  микробном  сообществе.  Положительное

Lacticaseibacillus  casei,  L.  rhamnosus,  L.  plantarum,  B.  breve,  Streptococcus  thermophilus,  Lacticaseibacillus  
casei,  L.  rhamnosus,  L.  plantarum,  B.  breve,  Streptococcus  thermophilus,

•  «Darmflora  plus  select»,  Dr.  Wolz  Zell  GmbH,  Гайзенхайм,  Германия:  L.  acidophilus,  •  «Darmflora  plus  select»,  Dr.  
Wolz  Zell  GmbH,  Гайзенхайм,  Германия:  L.  acidophilus,

выбран  в  качестве  положительного  контроля,  поскольку  он  обеспечивает  быстрый  рост  на  mMBA,  и  
псевдовыбран  в  качестве  положительного  контроля,  поскольку  он  обеспечивает  быстрый  рост  на  mMBA,  и

23272)  использовали  в  качестве  положительного  контроля  во  время  процедуры  выделения.  Этот  штамм  
(se-  23272)  использовали  в  качестве  положительного  контроля  во  время  процедуры  выделения.  Этот  штамм  был

48  часов  для  проверки  жизнеспособных  клеток.  При  обнаружении  витамина  В12  культуру  промывали  3-

штаммы,  продуцирующие  амин  B12  и  витамин  B12.  Limosilactobacillus  reuteri  DSM  20016  (ATCC  витамин  B12  и  
штаммы,  продуцирующие  витамин  B12.  Limosilactobacillus  reuteri  DSM  20016  (ATCC)

по  запросу  от  личных  контактов.  Эти  шестнадцать  образцов  были  проверены  на  наличие  витаминов  по  
просьбе  личных  контактов.  Эти  шестнадцать  образцов  были  проверены  на

протестировано.  Образцы  не  были  приготовлены  самими  авторами,  но  были  предоставлены  для  тестирования.  
Образцы  не  были  подготовлены  самими  авторами,  но  были  предоставлены
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Впоследствии  было  сделано  пять  субкультур  путем  переноса  100  мкл  в  9  мл  мМБА  после  
инкубации  при  30  �C  в  течение  48–72  часов.  Последняя  субкультура  использовалась  для  MBA,  чтобы

мМБА  и  инкубировали  в  течение  48  ч  при  30°С.  Если  витамин  В12  не  был  обнаружен,  культуру  MRS  инкубировали  в  течение  48  ч  при  30  �С.  Если  витамин  B12  не  был  обнаружен,  культура  MRS  образца

проверьте  наличие  жизнеспособных  клеток.  При  обнаружении  витамина  В12  культуру  промывали  3  раза  в

Впоследствии  было  сделано  пять  субкультур  путем  переноса  100  мкл  в  9  мл

пробиотики.  MBA:  микробный  анализ,  PAB:  агар  с  пропионибактериями  и  mMBA:  модифицированная  микробная  
среда  для  анализа  витамина  B12 .  Создано  на  BioRender.com,  по  состоянию  на  20  июня  2024  г.

Рисунок  1.  Процедура  выделения  и  скрининга  продуцентов  кобаламина  в  различных  образцах  пищевых  продуктов.
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Часть  образца  (4  мл)  переносили  в  янтарную  центрифужную  пробирку  и  кипятили  10  мин  после  добавления  50  мкл  

0,1%  KCN  (Carl  Roth,  Карлсруэ,  Германия).  Такое  лечение  разрушает  микробные  клетки;  высвобождает  кобаламин  во  

внеклеточное  пространство;  и  превращает  его  в  наиболее  стабильную  форму  —  цианокобаламин  [1].  После  

центрифугирования  при  4000  об/мин  в  течение  10  мин  (Megafuge  1.0R,  Heraeus,  Ханау,  Германия)  1  мл  супернатанта  

переносили  в  9  мл  среды  для  анализа  витамина  B12 ,  приготовленной  путем  растворения  42,3  г/л  тестируемой  среды  

(M036,  HiMedia,  Индия)  в  жару.  Если  супернатант  после  центрифугирования  был  мутным,  образец  фильтровали  через  

шприцевой  фильтр  (0,45  мкм,  PES  25  мм,  WICOM,  Хеппенхайм,  Германия)  перед  переносом  в  тестируемую  среду.

Различие  между  активным  веществом  человека  и  псевдовитамином  было  установлено  авторами,  описывающими  

метод,  с  использованием  системы  УВЭЖХ  (жидкостной  хроматографии  сверхвысокого  давления),  соединенной  с  масс-

спектрометром  с  ионной  ловушкой  [28].

2.5.  Модифицированный  микробный  анализ  витамина  B12  (MBA)

2.4.  Подготовка  проб.  Для  

исследования  твердых  (пищевых)  проб  и  пробиотиков  0,1  г  пробы  или  содержимое  одной  капсулы  растворяли  в  9  мл  

физиологического  раствора;  Последующая  подготовка  была  идентична  для  растворенных,  жидких  и  ферментативных  

образцов.

витамин  В12;  R-Biopharm,  Дармштадт,  Германия).

2.6.  Условия  роста  и  определение  биологически  активных  форм  витамина  В12

После  автоклавирования  (121  �С,  15  мин)  и  остывания  в  образцы  инокулировали  50  мкл  промытого  и  
разведенного  индикатора.

Для  модифицированного  анализа  витамина  B12  использовали  L.  delbrueckii  subsp.  Lactis  DSM  20355  
использовали  в  качестве  индикаторного  штамма  для  определения  присутствия  кобаламина  в  образцах,  
смешанной  культуре  и  последовательно  выделенных  культурах.  Индикаторный  штамм  хранят  при  -80  �С  
и  реактивируют  (30  �С,  48–72  ч)  в  9  мл  бульона  микроинокуля,  состоящего  из  5,0  г  пептона,  2,0  г  
дрожжевого  экстракта,  10  г  Д-(+)  -глюкоза,  2  г  KH2PO4  и  0,1  г  Твин  80  в  1000  мл  деми.  вода  (все  компоненты  
от  Carl  Roth,  Карлсруэ,  Германия).  Перед  использованием  в  микробиологических  анализах  индикаторную  
культуру  промывали  (4000  об/мин,  5  мин;  Megafuge  1.0R,  Heraeus,  Ханау,  Германия)  трижды  в  физиологическом  
растворе  (0,85%  NaCl,  Carl  Roth,  Карлсруэ,  Германия)  и  разбавляли  10-процентным  раствором.  складывать.

Отдельные  колонии  выделенных  колоний  переносили  в  мМВА  и  еще  раз  тестировали  на  рост  индикаторного  
штамма.  Изоляты,  положительные  на  кобаламин,  культивировали  в  200  мл  мМБА  и  подвергали  анализу  ЖХ-
МС/МС  для  определения  уровня  присутствующего  кобаламина.

различных  разведениях  и  инкубировали  от  72  до  96  ч  при  30  �C.  Случайное  количество  колоний  высевали  

штрихами  на  соответствующую  среду  и  инкубировали  в  тех  же  условиях.

Спектрофотометр  (DR6000,  Hach  Lange,  Дюссельдорф,  Германия)  использовали  для  измерения  роста  
индикатора  при  λ  =  600  нм  (OD600)  после  48  ч  инкубации  при  30  �C.  Образцы  с  оптической  плотностью,  
по  крайней  мере,  в  два  раза  превышающей  контрольное  значение,  считались  положительными  на  витамин  
B12.

Стандарт  был  подготовлен  и  предоставлен  Lenz  et  al.  [28]  в  соответствии  с  режимом,  описанным  Wang  et  al.  
[29].  Образцы  были  предварительно  расщеплены  така-диастазой  из  Aspergillus  oryzae  и  папаином  из  латекса  
папайи  (оба  фермента  от  Sigma-Aldrich,  Дармштадт,  Германия).  Очистку  проводили  на  иммуноаффинных  
колонках  (EASI-EXTRACT®).
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Для  анализа  ЖХ-МС/МС  шесть  изолятов  культивировали  в  200  мл  мМБА  (1%-об. /об.  
инокулята  после  культивирования  на  трех  субкультурах  в  9  мл  мМБА)  в  колбе  Эрленмейера  
в  течение  семи  дней  при  30  �C. .  Acidipropionibacterium  acidipropionici  DSM  20273  
культивировали  идентично  эталонному  штамму.  Пробоподготовку  проводили  согласно  
литературе  [28].  Для  этого  в  качестве  внутреннего  стандарта  был  добавлен  15N-цианокобаламин.
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A.malorum  был  первоначально  описан  в  2002  г.  Cleenwerck  et  al.  [31].  Тип  штамма  вида  —  LMG  1746T  (=  DSM  

14337T ),  выделенный  из  гниющего  яблока.  Он  производит  2-кето-D-глюконовую  кислоту  из  глюкозы,  но  не  5-кето-D-

глюконовую  кислоту.  Оптимум  pH  колеблется  от  pH  4,5  до  7,0  [32].

в  9  мл  тестируемой  среды  в  течение  48  ч  для  истощения  культуры  кобаламина.

Штамм  производит  2-кето-D-глюконовую  кислоту  из  глюкозы,  но  не  5-кето-D-глюконовую  кислоту  или  2,5-дикето-D-

глюконовую  кислоту,  и  растет  при  pH  от  3,5  до  8,0  [30].

2.7.  Идентификация  выделенных  продукционных  штаммов.  

Анализ  изолятов  проводился  с  использованием  MALDI-TOF  MS  (матричная  лазерная  десорбция,  ионизация,  

времяпролетный  масс-спектр)  от  DSMZ  Services,  Leibniz-Institut  DSMZ  —  Deutsche  Sammlung  von  Mikroorganismen  und  

Zellkulturen  GmbH,  Брауншвейг ,  Германия  (Немецкая  коллекция  штаммов  микроорганизмов  и  клеточных  культур).

2.8.  Тестирование  роста  при  низком  pH  на  яблочном  соке

2.9.  Процедура  количественного  определения  с  помощью  микробного  анализа  витамина  B12  (MBA)

Реактивированные  культуры  дважды  субкультивировали  с  0,1  л  на  9,9  мл  чистого  яблочного  
сока  (pH  3,30,  72  часа,  30  �C)  перед  переносом  300  мкл  (1%  по  объему)  в  30  мл  ферментационной  
среды.  Были  проведены  субкультуры  яблочного  сока,  чтобы  обеспечить  адаптацию  к  низкому  
значению  pH  яблочного  сока.  Культуры  инкубировали  в  течение  7  дней  при  температуре  30  °С  
на  линейной  встряхивающейся  водяной  бане  (1083,  GFL,  Бургведель,  Германия).  После  инкубации  
определяли  оптическую  плотность  OD600  (DR6000,  Hach  Lange,  Дюссельдорф,  Германия),  pH  
(InLab  Flex-Micro  и  SevenExcellence,  Mettler  Toledo,  Гиссен,  Германия)  и  концентрацию  витамина  B12  (MBA).

Определение  способности  к  росту  при  низком  pH  проводили  на  яблочном  соке  с  различными  
значениями  pH  (pH  2,85,  3,05,  3,30  (исходный  pH  яблочного  сока),  3,55  и  3,80).  Яблочный  сок  был  
выбран  потому,  что  это  региональный  продукт,  который  также  потребляется  во  всем  мире  и  
доступен  круглый  год  по  относительно  низкой  цене.  Кроме  того,  низкий  уровень  pH  подавляет  
рост  большинства  бактерий  и,  следовательно,  представляет  собой  сложную  среду.  Эти  значения  
pH  были  выбраны  для  исследования  нижних  пределов  способности  к  росту  и  потенциала  образования  
продуктов,  поскольку  ожидалось,  что  это  позволит  дифференцировать  уксуснокислые  
бактерии  от  LAB  и  PAB.  Яблочный  сок  покупали  в  местном  супермаркете  («Рио  д'Оро»,  Aldi  Süd,  
Фульда,  Германия)  и  pH  регулировали  с  помощью  соляной  кислоты  или  гидроксида  натрия  (Carl  
Roth,  Карлсруэ,  Германия).  Перед  автоклавированием  (121  �С,  15  мин)  30  мл  приготовленного  
яблочного  сока  разливали  в  лабораторные  стеклянные  флаконы  емкостью  100  мл.  
Инокулированные  образцы  были  взяты  в  трех  экземплярах,  а  холостые  образцы  -  в  двух  экземплярах.

Перед  инокуляцией  культуры  реактивировали  после  хранения  (-80  �C,  глицерин)  в  яблочном  
соке  с  добавлением  5  г/л  дрожжевого  экстракта  и  доводили  pH  до  5,6  (72  часа,  30  �C).

Для  количественного  определения  использовали  микробиологическую  среду  для  анализа  B12  от  
Millipore  (B3801,  Дармштадт,  Германия) .  Было  использовано  руководство  производителя  с  некоторыми  изменениями.

Перед  промывкой,  разведением  и  инокуляцией  инкубировали  1  мл  индикаторной  культуры.

Сообщения  о  видах  A.  orientalis  и  A.malorum  редки,  и  ни  одно  из  них  не  связано  с  синтезом  витамина  
B12 .  Поиск  PubMed  по  запросу  «Acetobacter  orientalis»  возвращает  20  результатов,  тогда  как  поиск  по  
«Acetobacter  Malorum»  возвращает  23  результата.

A.  orientalis  был  первоначально  описан  в  2001  г.  Lisdiyanti  et  al.  [30].  Тип  штамма  этого  вида  —  21F-2T  (=  
NRIC  0481T  =  IFO  16606T  =  JCM  11195T ),  выделенный  из  цветков  канны.
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Всего  20  мл  проб  и  50  мкл  KCN  (1%)  смешивали  с  50  мл  буферного  раствора  
разложения  (1,29  г  динатрия  гидрофосфата,  1,1  г  лимонной  кислоты  и  1,0  г  
метабисульфита  натрия  в  100  мл  дистиллированной  воды)  перед  автоклавированием  
(121  �С,  15  мин).  После  охлаждения  pH  доводили  до  6,0  и  объем  дополняли  водой  
до  100  мл.  Всего  1  мл  центрифугированной  (4000  об/мин,  10  мин)  пробы  переносили  в  5  
мл  аналитической  среды  и  доводили  до  10  мл  водой.  Калибровочные  концентрации  
стандарта  витамина  B12  (Carl  Roth,  Карлсруэ,  Германия)  были  установлены  на  уровне  
25,  50,  75,  100,  125,  150  и  175  пг/мл.
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3.2.  Идентификация  изолированных  

штаммов.  Анализ  шести  изолятов,  отправленных  в  DSMZ,  показал,  что  пять  изолятов  очень  похожи  
и  могут  быть  отнесены  к  виду  Acetobacter  Malorum.  Напротив,  шестой  изолят  идентифицирован  как  
Acetobacter  orientalis  HFD  3031.  Соответственно,  предполагается,  что  изоляты  Acetobacter  Malorum  
представляют  собой  один  штамм,  который  был  выделен  несколько  раз.  Поэтому  в  дальнейшем  будет  
рассмотрен  только  один  штамм,  A.malorum  HFD  3141.

Определение  проводили  в  трех  повторностях  для  образцов  и  стандартов.  Оптическую  плотность  (OD600)  
образцов  измеряли  по  воде.  Концентрацию  образца  определяли  с  использованием  полулогарифмического  
графика  зависимости  оптической  плотности  от  стандартной  концентрации.

Для  большинства  категорий  продуктов  исключение  некоторых  образцов  на  стадии  микробного  
сообщества  не  стало  сюрпризом .

Таблица  1.  Сводная  информация  о  положительных  и  отрицательных  образцах,  проверенных  MBA  на  разных  этапах  
изоляции.

Витамин  В12  в  молоке  синтезируется  микробиотой  рубца  коровы  и  накапливается  в  тканях  [1].  
До  сих  пор  ведутся  споры  о  том,  является  ли  молочная  железа  стерильным  органом,  вызваны  ли  
микроорганизмы  в  сыром  молоке  контаминацией  при  отборе  проб  или  существует  ли  молочный  микробиом  
[33].  Однако  доказано,  что  состав  микробиома  рубца  более  разнообразен  и  существенно  отличается  
от  микроорганизмов  молока  [34].  Ожидалось  определение  кобаламина  в  молоке,  но  выявление  
ответственных  производителей  не  предполагалось.  В  один  пробиотик  («Darmflora  plus  select»),  который  
дал  положительный  результат  на  кобаламин,  добавлено  2,5  мкг  витамина  B12  на  капсулу.  
Положительный  результат  микробного  сообщества  кисломолочного  напитка  был  ожидаемым,  
поскольку  на  бутылке  указано  содержание  витамина  В12  1,36  мкг/л.  Витамин  вырабатывается  
закваской ,  которая  не  деактивируется  в  конечном  продукте.  Однако  микроорганизмы,  ответственные  
за  образование  витамина  B12  в  хлебном  напитке,  не  смогли  проявить  себя  на  второй  фазе  в  такой  
степени,  чтобы  можно  было  измерить  уровень  витамина  B12 .

3.3.  ЖХ-МС/МС.  Проверка  образования  витамина  В12.  ЖХ-МС/

МС  использовали  для  определения  формы  присутствующего  витамина  В12 .  Характер  фрагментации  
витамина  B12  можно  четко  отличить  от  такового  псевдовитамина  при  масс-спектрометрии  (рис.  2).

Поскольку  только  микробное  сообщество  одной  закваски  было  положительным  на  витамин,  на  
чашках  с  агаром  были  выделены  только  колонии  этих  образцов.  Шесть  из  двадцати  одной  случайно  
собранной  колонии  были  положительными  в  ходе  анализа  MBA  и,  следовательно,  были  идентифицированы  
DSMZ  после  определения  присутствующей  формы  витамина  B12 .

3.  

Результаты  3.1.  Выделение  производителей  

кобаламина  Семь  из  шестнадцати  образцов  продукта  дали  положительные  ответы  на  первый  
проведенный  MBA  (таблица  1),  включая  все  образцы  молока  (n  =  4),  хлебного  напитка,  один  пробиотик,  один  
образец  домашней  ферментированной  закваски,  а  также  положительный  контроль.  При  проверке  микробного  
сообщества  этих  образцов  только  образец  закваски  дал  положительный  результат  на  кобаламин.
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Микробное  сообщество

7
Л.  реутери  DSM  20016

изоляты

Отрицательный 69

Показатель  Рост  Количество  продуктов

15

1  (закваска)
Л.  реутери  DSM  20016

Позитивный
6  Л.  реутери,  DSM  20016
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мин.  Ни  один  пик  не  может  быть  обнаружен  при  времени  удерживания  8,6  мин  (рис.  3а,  в),  но  оба  пика  не  могут  быть  обнаружены  при  времени  удерживания  8,6  мин  (рис.  3а,  в),  но  оба  изолята

(витамин  B12)  является  четким  маркером  присутствующей  формы  витамина,  так  как
ионов  фрагментации  m/z  348,04  [Ade+сахар+PO3] (псевдокобаламин)  и  m/z  359,05

характеристика  м/з  359.05.  Ромбы  обозначают  соответствующий  родительский  ион  двух  форм  кобаламина  с  характеристикой  m/z  359,05.  Ромбы  обозначают  соответствующий  родительский  ион  двух  форм  кобаламина.
m/z  678,00  (витамин  B12)  и  m/z  672,20  (псевдокобаламин).  (c)  EIC  витамина  B12  (m/z  678,00,  фиолетовый)  m/z  678,00  (витамин  B12)  и  m/z  672,20  (псевдокобаламин).  (в)  ЭИК  витамина  В12  (m/z  678,00,

Рисунок  2.  Результаты  ЖХ-МС/МС  A.  acidipropionici  DSM  20273.  (а)  Характер  фрагментации  псевдо-  Рисунок  2.  Результаты  ЖХ-МС/МС  A.  acidipropionici  DSM  20273.  (а)  Характер  фрагментации  псевдокобаламина  
( зеленый),  содержащий  характеристику  m/z  348,04,  и  (b)  витамин  B12  (фиолетовый),  содержащий  чардокбаламин  (зеленый),  содержащий  характеристику  m/z  348,04,  и  (b)  витамин  B12  (фиолетовый),  содержащий

и  псевдокобаламин  (m/z  672,20,  зеленый)  с  разницей  во  времени  удерживания.  фиолетовый)  и  псевдокобаламин  (m/z  672,20,  зеленый)  с  разницей  во  времени  удерживания.

отправлены,  так  как  это  фрагменты  низших  лигандов  [23].  На  рис.  2в  показаны  характерные  фрагменты  нижних  лигандов  [23].  На  рисунке  2c  показано  характерное  удержание.

изоляты  демонстрировали  пик  на  9,2  минуте  в  EIC.  Ни  один  из  образцов  A.malorum  HFD  3141  не  продемонстрировал  пика  на  9,2  минуте  в  EIC.  Ни  образец  A.malorum  HFD  3141,  ни
ни  A.  orientalis  HFD  3031  не  содержал  псевдокобаламин.  Характер  фрагментации  (рис .  A.  orientalis  HFD  3031  содержал  псевдокобаламин.  Характер  фрагментации  (рис.  3b,d)
3b,d)  m/z  678,00  демонстрирует  характерный  m/z  359,05  для  низшего  лиганда  DMBI.  Его  m/z  678,00  демонстрирует  характерный  m/z  359,05  для  низшего  лиганда  DMBI.  Следовательно,  оно  имеет
следовательно,  было  показано,  что  оба  этих  изолята  могут  продуцировать  витамин  B12,  но  не  было  показано,  что  оба  этих  изолята  могут  продуцировать  витамин  B12,  но  не  неактивную  форму.

359,05  [ДМБИ+сахар+PO3]+  (витамин  B12)  является  четким  маркером  формы  витамина  пре-  [ДМБИ+сахар+PO3]

время  удерживания  псевдокобаламина  (пик  1)  -  8,6  мин  и  витамина  B12  (пик  2)  -  9,2  раза,  псевдокобаламина  (пик  1)  -  8,6  мин  и  витамина  B12  (пик  2)  -  9,2  мин.

ионов  фрагментации  m/z  348,04  [Ade+сахар+PO3]+  (псевдокобаламин)  и  m/z
В  то  время  как  m/z  997  можно  найти  в  псевдо-  и  активной  форме  (рис.  2а,б),  пре-  В  то  время  как  m/z  997  можно  найти  в  псевдо-  и  активной  форме  (рис.  2а,б),  присутствие

активная  форма  в  данных  условиях  ферментации.
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Витамин  В12  
Витамин  В12

определены  как  3,05  и  3,30  соответственно.  С  увеличением  исходного  значения  pH  
увеличивается  изменение  оптической  плотности,  падение  pH  и  концентрация  витамина  B12 .  Самый  высокий

Результаты  испытаний  на  толерантность  к  pH  представлены  в  Таблице  2.  Значения  OD600  соответствуют  результатам  испытаний  на  толерантность  к  pH .

Витамин  B12  
ΔOD600  Витамин  B12

и  псевдокобаламин  (m/z  672,20),  и  (d)  характер  фрагментации  витамина  B12  (фиолетовый),  содержащий  678,00)  
и  псевдокобаламин  (m/z  672,20),  и  (d)  характер  фрагментации  витамина  B12  (фиолетовый)

Таблица  2.  Влияние  исходного  pH  на  изменение  OD600,  значения  pH  и  концентрации  витамина  B12  после .  Таблица  2.  Влияние  начального  pH  на  изменение  OD600,  значения  pH  и  концентрации  витамина  B12  после
семь  дней.  семь  дней.

*  значение  ниже  предела  обнаружения  (LOD).

докобаламин  (m/z  672,20)  и  (b)  характер  фрагментации  витамина  B12  (фиолетовый),  содержащий  харак-  псевдокобаламин  (m/z  672,20),  и  (b)  характер  фрагментации  витамина  B12  (фиолетовый),  содержащий

характеристика  м/з  359.05.  Ромбами  отмечен  материнский  ион  витамина  В12  (m/z  678,00).  
содержащий  характеристику  m/z  359,05.  Ромбами  отмечен  материнский  ион  витамина  В12  (m/z  678,00).

теристический  м/з  359.05.  Результаты  ЖХ-МС/МС  A.malorum  HFD  3141.  (c)  EIC  витамина  B12  (m/z  678,00),  характеристика  m/z  359,05.  Результаты  ЖХ-МС/МС  A.malorum  HFD  3141.  (c)  EIC  витамина  B12  (m/z

Рисунок  3.  Результаты  ЖХ-МС/МС  A.  orientalis  HFD  3031.  (а)  ЭИК  витамина  B12  (m/z  678,00)  и  псевдорис.  3.  Результаты  ЖХ-МС/МС  A.  orientalis  HFD  3031.  (а) )  ЭИК  витамина  В12  (m/z  678,00)  и

7,97  ±  1,56

Начальный  pH
[мкг/л]  �OD600  [мкг/л]  0,35  

±  0,90  
0,000  ±  0,008  0,35  ±  0,90  0,000  ±  0,008  

2,68  ±  0,92  0,059  ±  0,018  2,68  ±  0,92  0,059  
±  0,018  3,19  ±  0,13  0,069  ±  0,005  3,19  ±  

0,13  0,069  ±  0,005  10,29  ±  0,50  0,088  ±  
0,006  10,29  ±  0,50  0,088  ±  0,006  18,89  ±  2,33  0,181  ±  0,024  18,89  ±  2,33  0,181  ±  

0,024

0,89  ±  0,92  0,89  
±  0,92

3,81  ±  1,42  3,81  ±  1,42

0,21  ±  0,96  0,21  ±  0,96

А.  малорум  HFD  3141

ΔOD600  ΔpH  ΔOD600  ΔpH  
0,068  ±  0,24  –0,05  2,85  0,068  ±  

0,24  –0,05  0,193  ±  0,42  –0,05  3,05  
0,193  ±  0,42  –0,05  3,30  (Исходный)  0,248  ±  0.  063  –0,07  

3,30  (Исходный)  0,248  ±  0,063  –
0,07  3,55  0,349  ±  0,064  �0,26  3,55  0,349  ±  0,064  �0,26  

3,80  0,438  ±  0,026  �0,33  0,438  ±  0,026  �0,33  *  значение  ниже  предела  обнаружения  (LOD).

Начальный  pH

отклонения  OD600  и  концентрации  витамина  B12  –  это  порог  минимальной  толерантности  соответствующих  
штаммов.  Таким  образом,  диапазон  толерантности  для  двух  изолятов  составляет

ΔpH  
ΔpH  

-0,05  
-0,05  

-0,08  
-0,08  

-0,18  -0,18  
-0,22  -0,22  

-0,38  -0,38

Небольшое  увеличение  OD600  наблюдалось  при  pH  2,85  для  A.  orientalis  HFD  3031  и  при  pH  3,05  для  A.malorum  
HFD  3141.  Поскольку  это  увеличение  происходит  вместе  с  большим  стандартом,pH  3,05  для  A.malorum  HFD  3141.  Поскольку  это  увеличение  происходит  вместе  с  большими  стандартными  
отклонениями  OD600  и  концентраций  витамина  B12 ,  это  порог  минимального  значения.

3,80

А.  малорум  HFD  3141

3.4.  Тест  на  толерантность  к  низкому  pH  
3.4.  Тест  на  толерантность  к  низкому  pH

7,97  ±  1,56

3.05

A.  orientalis  HFD  3031  A.  
orientalis  HFD  3031

2,85

и  синтез  продукта  наблюдался  при  самом  высоком  исходном  значении  pH  для  обоих  изолятов.  В

увеличивается  оптическая  плотность,  падение  pH  и  концентрация  витамина  B12 .  Самый  высокий  рост  роста  и  
синтез  продуктов  наблюдался  при  самом  высоком  стартовом  значении  pH  для  обоих

мин.  Толерантность  к  низким  значениям  pH  у  обоих  штаммов  одинакова.  витамины.  Толерантность  к  низким  значениям  pH  у  обоих  штаммов  одинакова.

Malorum  HFD  3141,  может  расти  на  яблочном  соке  без  добавления  аминокислот  или  витамина  A.  Malorum  HFD  3141,  может  расти  на  яблочном  соке  без  добавления  аминокислот  или

[мкг/л]  
[мкг/л]

<ЛОД*  
<ЛОД*

толерантность  соответствующих  штаммов.  Поэтому  диапазон  допуска  для  двух  изолятов  определен  как  3,05  
и  3,30  соответственно.  С  увеличением  исходного  значения  pH  изменение

представлено  изменение  от  первоначального  значения.  Представлены  изменения  обоих  изолятов,  A.  orientalis  HFD  3031  и  A.  pH  по  сравнению  с  исходным  значением.  Оба  изолята,  A.  orientalis  HFD  3031  и

скорректированное  входным  значением  мутности  среды,  т.  е.  минус  холостое  значение,  и  pH,  скорректированное  входным  значением  мутности  среды,  т.  е.  минус  холостое  значение,  и
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Виме  и  др.  (2014)  не  смогли  отличить  A.malorum  LMG  1746  от  штаммов  Acetobacter  cerevisiae  с  помощью  
MALDI-TOF  MS-анализа  [36].  Даже  сравнения  16S  рРНК  A.malorum  и  A.cerevisiae  недостаточно  для  четкой  
идентификации  этих  видов.  Следовательно,  в  литературе  для  идентификации  AAB  рекомендуются  
другие  методы,  такие  как  использование  внутреннего  транскрибируемого  спейсера  (ITS)  между  генами  16S  
и  23S  рРНК.  Этот  метод  позволяет  различать  эти  близкородственные  виды  [37].  Следовательно,  
возможно,  что  существующие  изоляты,  идентифицированные  методами,  более  адаптированными  для  AAB,  
должны  быть  переклассифицированы.  Если  необходимо  провести  подобные  испытания,  программа  испытаний  
должна  включать  источники  пищевых  продуктов,  ферментированных  уксусной  кислотой,  и  среду  для  
ферментации,  специально  разработанную  для  ААБ,  например,  специальную  среду  с  pH  3,5  [38].  Хотя  
выделение  и  идентификация  через  среду,  не  содержащую  витамина  B12,  являются  жизнеспособными,  
последующий  анализ  для  определения  присутствующей  формы  кобаламина  необходим,  чтобы  исключить  
синтез  псевдокобаламина.

4.  Дискуссия
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Показано,  что  для  выделения  кобаламинообразователей  из  сложных  продуктов  ферментации  
целесообразно  использовать  среду,  не  содержащую  витамина  В12.  Хотя  эксперименты  по  обогащению  
и  выделению  были  нацелены  на  PAB  и  LAB,  были  выделены  два  новых  сильнодействующих  штамма  витамина  
B12 ,  принадлежащих  AAB.  Эти  штаммы  были  идентифицированы  с  помощью  MALDI-TOF  MS  как  A.malorum  
и  A.orientails.  Однако  идентификация  ААБ  особенно  сложна  из-за  высокой  степени  сходства  между  
последовательностями  гена  16S  рРНК  близкородственных  видов.

Причина,  по  которой  до  нашей  публикации  были  идентифицированы  только  два  других  ААБ  [7,8],  
заключается  в  том,  что  перед  скринингом  прошедшие  скрининг  изоляты  предварительно  отбираются  
по  их  роду  или  даже  виду.  Этапы  предварительного  отбора  включают  использование  легко  
идентифицируемых  генотипических  штаммов  (PAB  и  LAB)  [6,20],  окрашивание  по  Граму  [9,20,22],  
морфологический  внешний  вид  под  микроскопом  [ 9,22],  активность  каталазы  [9,22 ].  20,22],  а  также  
обнаружение  образования  молочной  кислоты  и  этанола  [ 9].  ПАБ  являются  грамположительными,  
неподвижными,  от  анаэробных  до  аэротолерантных  [39]  и  каталазоположительными .  LAB  являются  
грамположительными,  факультативными  анаэробами  и  каталазоотрицательными  [40].  Поскольку  
ААБ  являются  грамотрицательными,  каталазоположительными,  облигатными  аэробами  и  продуцируют  
уксусную  кислоту  в  результате  утилизации  этанола  [41],  их  предварительно  отфильтровывают.  
Предстоящий  скрининг  легко  изолируемых  штаммов  AAB  или  целенаправленное  выделение  из  пищевых  
матриц  с  помощью  упомянутых  выше  стратегий  (например,  среды  без  витамина  B12  и  гены  cbiK  или  bluB/
cobT2  в  качестве  маркеров),  вероятно,  приведут  к  выявлению  большего  количества  производителей  
кобаламина  в  группе  AAB. .  Скрининг  специфических  генов,  участвующих  в  синтезе  витаминов,  в  
идеале  должен  учитывать  вариации  последовательностей  гомологов.  Было  показано ,  что  вариации  
последовательностей  cobU/T-подобных  гомологов  ответственны  за  селективность  различных  
низших  лигандов,  включенных  в  кобамид  [42–44].  Хотя  широко  распространено  предпочтение  ДМБИ,  в  
кобамид  могут  быть  включены  и  другие  низшие  лиганды  в  зависимости  от  присутствующего  гомолога  
и  условий  окружающей  среды  [43].  Следовательно,  если  ДМБИ  не  обеспечивается  ферментационной  
средой  или  продукционными  штаммами,  могут  образовываться  кобамиды,  не  выполняющие  функцию  
витамина  В12  у  человека.  Поэтому  скрининг  и  идентификация,  основанные  на  присутствии  
специфических  ферментов  синтеза  витамина  B12,  должны  включать  знание  синтеза  ДМБИ  и  селективности  гомологов.

изолирует.  При  pH  3,80  A.  orientalis  производит  18,89  мкг/л  витамина  B12 ,  а  A.malorum  —  7,97  мкг/л.  
Можно  предположить  дальнейшее  усиление  роста  и  синтеза  витамина  B12  при  более  высоких  исходных  
значениях  pH,  поскольку  оптимальный  pH  Acetobacter  sp.  составляет  5,0–6,5  [35].  Снижение  pH  при  
ферментации  происходит  за  счет  вероятного  образования  глюконовой  кислоты  из  глюкозы  [30,31].  
Несмотря  на  неблагоприятные  условия  роста  в  яблочном  соке  (низкий  pH  и  бедный  аминокислотный  
состав),  оба  штамма  смогли  расти  даже  при  исходном  pH  и  продуцировать  значительные  количества  
витамина.

Биообогащение  пищевых  продуктов  Acetobacter  sp.  открывает  высокий  потенциал  для  
традиционных  пищевых  ферментаций.  Поскольку  метаболические  способности  менее  ограничены,  чем  
у  LAB,  они  могут  расти  в  менее  богатых  питательными  веществами  средах,  обладают  высокой  
толерантностью  к  низким  значениям  pH,  а  псевдокобаламин  не  был  обнаружен  в  наших  образцах.  Эти  
характеристики  позволяют  A.  orientalis  HFD  3031  и  A.malorum  HFD  3141  обогащать  витамином  B12  ферментационные  среды.
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Вклад  авторов:  Концептуализация,  LS;  методология,  LS;  валидация,  LS;  формальный  анализ,  LS;  
расследование,  ЛС;  ресурсы,  LS;  курирование  данных,  LS;  письмо  –  подготовка  первоначального  
черновика,  LS;  написание  —  обзор  и  редактирование,  LS,  SS  и  AC;  визуализация,  ЛС;  надзор,  СС  и  АС;  
администрирование  проекта ,  СС,  АС  и  LS;  приобретение  финансирования,  н/д.  Все  авторы  прочитали  и  
согласились  с  опубликованной  версией  рукописи.

Заявление  Институционального  наблюдательного  совета:  Неприменимо.

Финансирование:  Данное  исследование  не  получило  внешнего  финансирования.

Конфликты  интересов:  Авторы  заявляют  об  отсутствии  конфликта  интересов.

В  большинстве  случаев  концентрации  витаминов,  которых  мы  достигаем,  аналогичны  тем,  которые  указаны  

в  литературе  при  обогащении  продуктов  питания,  хотя  в  некоторых  случаях  обнаруживаются  значительно  
более  высокие  уровни .  Но  эксперименты,  проведенные  по  оценке  толерантности  изолятов  к  pH  в  низком  
диапазоне,  показывают,  что  максимальный  потенциал  синтеза  витамина  B12  еще  не  достигнут .  Необходимы  
дальнейшие  исследования,  чтобы  выяснить  влияние  различных  параметров  ферментации,  таких  как  более  
высокие  значения  pH,  различные  типы  фруктовых  соков,  температуры  ферментации  и  скорости  аэрации,  на  
синтез.  Исследования  того,  оказывает  ли  добавление  предшественников  (ДМБИ,  рибофлавин,  никотинамид  и  
т.  д.)  такой  же  стимулирующий  эффект,  как  и  ПАБ  [49],  также  позволят  глубже  понять  особенности  синтеза  
штаммов.

Обогащение  растительных  продуктов  путем  ферментации  может  обеспечить  соответствующие  
концентрации  в  веганских  и  вегетарианских  диетах.  Использование  штаммов,  не  способных  продуцировать  
аналоги,  обеспечивает  надежный  источник  физиологически  активной  формы.  Перспективным  является  
включение  A.malorum  HFD  3141  и  A.  orientalis  HFD  3031  в  ферментационные  закваски,  которые  в  природе  
содержат  ААБ .  Примерами  применения  выделенных  штаммов  могут  быть  скоби  (чайный  гриб),  кефирные  зерна  
(кефир  и  водный  кефир),  уксусная  матка  (уксус)  [50]  и  закваска  [51] .  Поскольку  AAB  уже  являются  частью  
этих  процессов  ферментации,  характеристики  продукта  не  должны  радикально  меняться.  Кроме  того,  эти  
перечисленные  продукты,  ферментированные  AAB,  должны  быть  проверены  на  содержание  витамина  B12 ,  
поскольку  имеющиеся  данные  в  этой  области  считаются  недостаточными.

не  подходит  для  других  производителей.  В  этой  работе  была  успешно  продемонстрирована  их  способность  
расти  и  производить  витамин  B12  в  яблочном  соке.  Концентрация  1,9  мкг/л,  достаточная  для  медицинских  
целей,  была  превышена  A.  orientalis  HFD  3031  (3,19  мкг/л)  при  исходном  значении  pH  яблочного  сока  и  A.  Malorum  
HFD  3141  при  pH  3,55  с  3,81  мкг/л.  Однако  рост  и  конечная  концентрации  были  относительно  небольшими,  и  
необходимо  изучить  меры  по  увеличению  концентраций.  В  экспериментах  по  обогащению  L.  reuteri  витамином  
B12  в  фуру  (ферментированном  тофу)  [25,45]  и  соевом  молоке  [25]  были  достигнуты  концентрации  141,7  мкг/кг  
сырой  массы  и  132,2  мкг/л  соответственно.  Во  время  ферментации  зрелой  кокосовой  воды  с  помощью  L.  
plantarum  DW12  может  быть  достигнута  концентрация  витамина  B12  14  мкг/мл  [46].  При  совместном  
культивировании  P.  freudenreichii  и  Bifidobacterium  Animalis  subsp.  Lactis  содержание  витамина  В12  в  соевой  
сыворотке  достигало  8,93  мкг/л,  тогда  как  при  однокультурной  ферментации  P.  freudenreichii  обнаружено  
5,72  мкг/л  [47].  Ферментация  солюбилизированных  пшеничных  отрубей  с  помощью  P.  freudenreichii  привела  к  
образованию  55  мкг/л  витамина  B12  посредством  совместной  ферментации  с  молочнокислыми  бактериями  и  
дрожжами  [48].

Это  исследование  демонстрирует  необходимость  расширения  поиска  потенциальных  штаммов  для  
биообогащения  пищевых  продуктов  витамином  B12.  Предыдущие  авторы  сосредоточились  на  проверке  
способности  LAB  и  PAB  к  образованию  кобаламина.  Наши  результаты,  а  также  результаты  Bernhardt  et  al.  [7]  и  
Кето  и  др.  [7,8]  позволяют  предположить,  что  обнаружение  большего  количества  производителей  витамина  
B12  в  группе  AAB  вполне  вероятно.  Выделение  большего  количества  ААБ  даст  более  широкий  спектр  
производственных  характеристик,  таких  как  различные  типы  продуктов  питания,  урожайность,  устойчивость  
к  pH,  использование  сахара  и  потребности  в  питании.
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Заявление  о  доступности  данных:  оригинальные  материалы,  представленные  в  исследовании,  включены  в  
статью,  дальнейшие  запросы  можно  направить  соответствующему  автору/ам.
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