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Разработана технология получения пробиотического препарата путем твердофазного культивирова-
ния смешанной культуры Bacillus subtilis В-8130, B. subtilis В-2984, B. subtilis В-4099 на свекловичном 
жоме, что показано на двух препаратах (ПроСтор и ГербаСтор). Твердофазная ферментация прово-
дилась в условиях ограниченного доступа кислорода при температуре 40 ± 5°С, рН 7.5‒8.0 и влаж-
ности смеси 45 ± 3% в течение 48‒50 ч. При ферментации наблюдалось закисление реакционной 
массы, достоверное повышение титра клеток и образование биопленки на фитосорбенте. Среди иден-
тифицированных летучих продуктов к 48 ч ферментации содержание уксусной кислоты, 3-метилбу-
тановой кислоты, п-гваякола и 2-н-пентилфурана увеличивалось, а ароматических веществ феноль-
ного ряда уменьшалось. Получены дополнительные метаболиты, усиливающие антибактериальные 
свойства и вкусовые качества пробиотического препарата. Образование биопленки позволило сохра-
нить при высушивании (45°С) жизнеспособных клеток: в ПроСторе 1.2 × 108 КОЕ/г, и в ГербаСторе 
0.58 × 108 КОЕ/г. В ГербаСторе с расширенным спектром лекарственных растений снижение титра 
бацилл связано с обезвоживанием при сушке и с антибактериальными свойствами фитокомпонента.
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В системе кормопроизводства широко приме-
няются пробиотики – класс микробиологических 
препаратов для регуляции и  улучшения состава 
кишечной биоты животных. Современные эффек-
тивное кормовые пробиотические препараты пред-
ставляют собой композиции пре-, пробиотиков и их 
метаболитов (Sánchez et al., 2016; Шендеров и соавт., 
2017; Ushakova et al., 2021). Разные препараты по-
разному и с разной эффективностью корректиру-
ют работу желудочно-кишечного тракта организ-
ма хозяина. Это определяется как особенностью 
штамма-пробиотика, так и формой, в которой бакте-
рии вводятся в организм животного. Биологическая 
эффективность повышается при получении пробио-
тиков в виде биопленки на твердом носителе. Пре-
параты, основанные на получении биопленки про-
биотиков, отличаются сохранением жизнеспособных 
клеток, их метаболитов, наличием сигнальных ве-
ществ бактериального происхождения, влияющих 

на гомеостаз многоклеточных организмов-хозяев 
(Горшков и  соавт., 2010). Биологическая актив-
ность кормовых добавок повышается при комби-
нировании пробиотиков с лекарственными расте-
ниями (Правдин и соавт., 2011; Pavlov et al., 2014). 
Разносторонняя направленность действия проби-
отической составляющей и фитокомпонентов обе-
спечивает продуктивность животных, увеличение 
перевариваемости кормов, нормализацию работы 
желудочно-кишечного тракта, укрепление имму-
нитета, возможность сохранения поголовья при 
отказе от использования кормовых антибиотиков.

Цель работы – изучение процесса твердофаз-
ного культивирования смешанной культуры бак-
терий р. Bacillus на природном сорбенте (микро-
измельченном свекловичном жоме) и  влияния 
факторов стадии ферментации, высушивания 
и  комбинации с  лекарственными растениями 
на жизнеспособность бацилл.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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В работе использовали штаммы бактерий из кол-
лекции ВКПМ, перспективные для получения про-
биотических препаратов для замены кормовых 
антибиотиков согласно свойствам, описанным 
в их паспортах: B. subtilis ВКПМ В-8130 (кишеч-
ный симбионт с эндоглюканазной активностью); 
B. subtilis ВКПМ В-2984 (антагонист Staphylococcus 
aureus, Shigella sonnei, Esherichia coli, Proteus vulgaris); 
B. subtilis ВКПМ В-4099 (применяется для профи-
лактики и лечения желудочно-кишечных заболева-
ний сельскохозяйственных животных и птицы).

Применяли двустадийную технологию полу-
чения биологически активной кормовой добав-
ки, включающую раздельное глубинное аэроб-
ное культивирование на  глюкозо-пептонной 
среде Эйкмана (“Биотехновация”, Россия) про-
биотических штаммов с  получением жидкой 
культуры (первая стадия), и последующее твер-
дофазное культивирование смешанной культу-
ры (1 : 1 : 1) B. subtilis ВКПМ В-8130, титр клеток 
(3.5 ± 0.5) × 109 КОЕ/мл, B. subtilis ВКПМ В-2984, 
титр клеток (5.0  ±  1.2)  ×  109 КОЕ/мл, B. subtilis 
ВКПМ В-4099, титр клеток (6.5 ± 0.9) × 109 КОЕ/мл 
на свекловичном жоме при ограниченном доступе 
кислорода в закрытом полиэтиленовом пакете с зам-
ком Zip-Lock, полностью заполненном фермента-
ционной массой (вторая стадия).

Смешанную культуру бацилл вносили в количе-
стве 20% от конечной массы смеси с жомом. Ис-
пользовали стерилизованный автоклавированием 
микроизмельченный свекловичный жом, размер 
частиц не более 1 мм. Твердофазную ферментацию 
проводили при температуре 40 ± 5°С, рН 7.5‒8.0 
и влажности смеси 45 ± 3% в течение 48 ч. После 
высушивания (45°С, влажность 8%) к полученной 
смеси добавляли 10% порошка лекарственных рас-
тений (смесь в равных количествах: эхинацея, рас-
торопша в варианте ПроСтор, и эхинацея, душица, 
зверобой, лист подорожника, расторопша, цветы 
ромашки в варианте ГербаСтор). Смесь перемеши-
вали в течение 0.5 ч и подвергали дроблению до по-
лучения порошка однородной массы, в  которой 
определяли содержание клеток бактерий р. Bacillus.

Количество жизнеспособных клеток в жидкой 
культуре (КОЕ/мл) определяли стандартным ме-
тодом серийных разведений; в сыром или сухом 
препарате КОЕ/г определяли методом серийных 
разведений 10% водной взвеси порошка после 
встряхивания 30 мин на  лабораторном шейкере 
ПЭ-6500, “ЭКРОСХИМ”, Россия (в соответствии 
с ГОСТ Р 54065-2010). Число повторностей при 
определении КОЕ – трехкратное. Количество по-
вторностей ферментации для ПроСтора – 7, для 
ГербаСтора – 4. Контроль рН осуществляли с ис-
пользованием рН-метра Экотест 2000 (НПП “Эко-
никс”, Россия).

Анализ летучих органических соединений про-
водили методом твердофазной микроэкстракции 

(SPME) (Mottaleb, 2014). 10 г  сухого продукта 
твердофазной ферментации до  смешения с  тра-
вами помещали в  стеклянную емкость объемом 
0.5 л, добавляли 2 мкл раствора внутреннего стан-
дарта D8-толуола (5 мкг) в метаноле, вводили сорб-
ционный стержень и выдерживали 1 ч при темпе-
ратуре 40°С. Сорбционный стержень затем вводи-
ли в  хромато-масс-спектрометрическую систему, 
включающую газовый хроматограф Trace и масс-
спектрометрический детектор ThermoFinnigan Polaris 
Q (“ThermoElectron”, США). Условия анализа: квар-
цевая капиллярная колонка 30 м × 0.25 мм с непод-
вижной фазой SGE BPX-5 (слой 0.25 мкм), програм-
мирование температуры от 40 до 280°С со скоростью 
10°С/мин, температура инжектора 240°С, интерфей-
са  – 240°С; ионизация электронным ударом при 
энергии электронов 70 эВ. Скорость газа-носителя 
(Не) – 0.5 мл/мин. Оценку концентрации летучих 
соединений проводили по методу внутреннего стан-
дарта. Анализ делали в трех повторностях.

Сканирующую электронную микроскопию 
осуществляли на микроскопе Tescan Mira 3 LMH 
(“Tescan”, Чехия). Препараты в виде порошка на-
носили на  поверхность двустороннего проводя-
щего скотча для микроскопии Supplies (США), 
наклеенного на предметный столик. Напыление 
осуществляли золотом на установке Q150R ES Plus 
(“Quorum Technologies Ltd”, Великобритания).

Сравнение количества клеток в препаратах про-
водили с помощью Robust ANOVA (Wilcox, 2017), 
с использованием метода бутстрэп (700 случайно 
сгенерированных из исходной выборок), так как 
распределение выборок полученных данных от-
личалось от нормального (результаты теста Шапи-
ро‒Уилкинсона по одной из выборок: p = 0.007, 
W = 0.802). При сравнении выборок использовали 
непараметрические методы и медиану по данным ти-
тра клеток и кислотности, применяли тест Бранне-
ра‒Манзела (Karch, 2023). Для статистического ана-
лиза данных использовали программу Jamovi 2.4.8.0.

Электронно-микроскопические исследования 
свекловичного жома показали, что его частицы 
представляют собой трубчато-складчатую структу-
ру с большим количеством микропор (рисунок, а), 
что указывает на потенциально высокие сорбцион-
ные свойства фитоносителя.

При твердофазном культивировании смешанной 
культуры бактерий на поверхности частиц носителя 
развивались клетки бактерий, и ко вторым суткам 
наблюдалось образование биопленки (рисунок, б, в). 
При этом отмечено закисление реакционной массы 
с начального значения рН 7.6 до рН 6.6 на первые 
сутки и до рН 5.8 на 48 ч культивирования, а также 
повышение общего титра клеток (таблица).

Анализ данных с  использованием Robust 
ANOVA показал, что титр клеток зависел от фактора 
“стадия ферментации”, но не зависел от фактора 
тип препарата – ПроСтор или ГербаСтор (p < 0.001 
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и p = 0.086 соответственно). Пост-хок сравнение 
уровней фактора “стадия ферментации” выявило, 
что титр клеток через 48 ч после начала фермента-
ции был достоверно выше, чем до начала твердо-
фазной стадии культивирования (psi-hat = –0.661, 
p < 0.001). Численность клеток в сырых препара-
тах 45% влажности по завершении ферментации 
составила для ПроСтор 1.45 × 108 КОЭ/г и Гер-
баСтор 6.65 × 108 КОЭ/г. Содержание клеток по-
сле высушивания до 8% влажности в  конечном 
препарате с  фитокомпонентами по  значениям 
медианы: 1.2 × 108 КОЕ/г для ПроСтор (рН 6.2) 
и 0.58 × 108 КОЕ/г для ГербаСтор (рН 5.9). При рас-
чете на абсолютно сухой вес (АСВ) титров клеток 
препаратов по завершении ферментации этот по-
казатель в сыром ГербаСтор был достоверно выше, 
чем в  препарате ПроСтор  – тест Манна‒Уитни: 
статистика теста (U) = 4.5, p = 0.014. Достоверных 
различий в количестве клеток в конечных препа-
ратах 8% влажности между ПроСтор и ГербаСтор 
не  было (тест Манна–Уитни: статистика теста 
(U) = 12, p = 0.345). Титр клеток по АСВ в этих ко-
нечных препаратах также достоверно не различал-
ся (тест Манна–Уитни: статистика теста (U) = 12, 
p = 0.345). При сравнении расчетных показателей 
по АСВ титра клеток сырых продуктов фермента-
ции 45% влажности с учетом 10% добавления фи-
токомпонентов и  титра клеток в  конечном пре-
парате выявлено, что для ГербаСтор получение 
конечного продукта сопровождалось падением 
показателя с 11.9 × 108 КОЕ/г до 0.6 × 108 КОЕ/г, 
т.е. в 18 раз. Это может объясняться не только вы-
сушиванием, но также ингибирующим действием 
лекарственных растений с антимикробными свой-
ствами – душицы, зверобоя, лопуха, ромашки (Кор-
сун, Корсун, 2010). В варианте ПроСтор с растороп-
шей для поддержания печени и иммуностимулиру-
ющей эхинацеей сохранение высокого титра клеток 
в сухом препарате свидетельствовало о защитном 
эффекте биопленки при обезвоживании и отсут-
ствии значимого отрицательного действия этих фи-
токомпонентов на жизнеспособность микробных 
клеток: снижение числа клеток (с 2.4 × 108 КОЕ/г 
до 1.6 × 108 КОЕ/г) составило 1.5 раза.

В ходе твердофазного культивирования на све-
кловичном жоме смешанной культуры бактерий 
B. subtilis ВКПМ В-8130, B. subtilis ВКПМ В-2984, 
B. subtilis ВКПМ В-4099 на примере ПроСтора по-
казано, что к 48 ч увеличивается содержание иден-
тифицированных летучих соединений: уксусной 
кислоты с 0.010 ± 0.002 до 0.025 ± 0.0004 мкг/г, 
3-метилбутановой кислоты с 0.002  ±  0.0003 
до  0.0034  ±  0.0004  мкг/г, а  также п-гваякола  
с 0.005 ± 0.0005 до 015 ± 0.002 мкг/г и 2-н-пентил- 
фурана 0.006  ±  0.0009 до 0.0015  ±  0.0002  мкг/г. 
Эти данные соответствуют снижению рН  реак- 
ционной смеси. В то же время наблюдалось сни-
жение количества выявленных ароматических 

Рисунок. Биопленка в препаратах: а – вид частиц све-
кловичного жома; б – развитие бацилл на поверхно-
сти носителя в препарате ПроСтор, 24 ч; в – биопленка 
на поверхности носителя в препарате ГербаСтор, 48 ч.
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веществ фенольного ряда (фенол, ацетилфенол, 
крезол, ацетофенон), а  также диметилпиразина, 
2-н-пентилфурана, 3-изопропоксибензальдегида 
и салицилового альдегида, что нивелирует анти-
питательные свойства свекловичного жома и под-
тверждает способность смешанной культуры бак-
терий р. Bacillus повышать качество пищи, расще-
пляя в организме токсические вещества. Выделение 
уксусной кислоты подтверждает наличие бакте-
риальной ферментации. Увеличение содержания 
3-метилбутановой кислоты свидетельствует о про-
текании элементов брожения в заданных условиях 
твердофазного культивирования. Гваякол – про-
стой фенол с биологической активностью, антиок-
сидант, используется при диареях, действуя дезин-
фицирующе и противогнилостно (DrugBank, https://
www.drugbank.ca/drugs/DB11359). 2-пентилфуран – 
ароматическое вещество, которое могут синтези-
ровать бациллы, например, B. megaterium XTBG34 
(Zou et al., 2010), – является безопасной пищевой 
добавкой, усилителем вкуса (Cha et al., 2021).

Твердофазная стадия культивирования исполь-
зованных в работе бактерий р. Bacillus на органиче-
ском носителе позволила получить защищающую 
клетки биопленку и сохранить высокий титр жиз-
неспособных клеток после сушки, а также полу-
чить дополнительные метаболиты, усиливающие 
антибактериальные свойства и вкусовые качества 
пробиотического препарата.
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Таблица. Показатели титра клеток в препаратах при твердофазной ферментации на свекловичном жоме

Препарат
Титр клеток, КОЕ/г* 

Продукт твердофазной ферментации, сут Высушенный препарат 0 1 2
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(на сухую массу – 1.1 × 109)
0.58 × 108  

(на сухую массу – 9.59 × 107)
*КОЕ/г сырой массы для твердофазной стадии и КОЕ/г сухого конечного препарата. Приведены значения медианы.
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SHORT COMMUNICATIONS

Solid-State Method of Production of Probiotic Feed Additives  
for Farm Animals
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Abstract. A technology has been developed for producing a  probiotic preparation by  solid-state 
cultivation of a mixed culture of Bacillus subtilis B-8130, B. subtilis B-2984, B. subtilis B-4099 on beet 
pulp, which is shown in two preparations (ProStor and GerbaStor). Solid-state fermentation was carried 
out under conditions of limited access to oxygen at a temperature of 40 ± 5°C, pH 7.5‒8.0 and mixture 
humidity 45 ± 3% for 48‒50 hours. During the process, acidification of the reaction mass was observed, 
a significant increase in cell titer and the formation of a biofilm on phytosorbent. The cell titer depended 
on the factor “stage of fermentation”, but did not depend on the factor type of preparation ‒ ProStor 
or GerbaStor. Among the identified volatile products, by 48 hours of fermentation the content of acetic 
acid, 3-methylbutanoic acid, p-guaiacol and 2-n-pentylfuran increased, and aromatic substances 
of the phenolic series decreased. Additional metabolites were obtained that enhance the antibacterial 
properties and taste of the probiotic preparation. The formation of a biofilm made it possible to preserve 
viable cells during drying (45°C): in ProStor 1.2 × 108 CFU/g, and in GerbaStor 0.58 × 108 CFU/g. 
In HerbaStore with an expanded range of medicinal plants, a decrease in the titer of bacilli is associated 
with dehydration during drying and with the antibacterial properties of phytocomponents.

Keywords: probiotic, Bacillus subtilis, solid-state fermentation, biofilm, metabolites of solid-state fermentation


	_GoBack
	_Hlk145573499
	_Hlk166424247
	_Hlk17801856
	_Hlk17742309
	_Hlk18310441
	_Hlk18566894
	_Hlk18590034
	_Hlk18598030
	_Hlk167883410
	_Hlk158721936
	_Hlk158723136
	_Hlk158903108
	_Hlk152074969
	_Hlk152075231
	_Hlk157691347
	_Hlk157773250
	_Hlk142553069
	_Hlk158817869
	_Hlk158814484
	_Hlk157694101
	_Hlk158887556
	_Hlk141432471
	_Hlk151632085
	_Hlk141432742
	_Hlk141432542
	_Hlk151118518
	_Hlk160028584
	_Hlk158895194
	_Hlk158895905
	_Hlk150779180
	_Hlk160095602
	_Hlk151128823
	_Hlk141432708
	_Hlk151467816
	_Hlk158904095
	_Hlk157022706
	_Hlk157023351
	_Hlk157023479
	_Hlk157024561
	_Hlk157024711
	_Hlk166429567
	_Hlk156345349
	_Hlk160061510
	_Hlk160061521
	_Hlk160061528
	_Hlk160061543
	_Hlk160061546
	_Hlk160061551
	_Hlk160061556
	_Hlk160061564
	_Hlk160061572
	_Hlk160061583
	_Hlk160061598
	_Hlk160061608
	_Hlk160061614
	_Hlk160061627
	_Hlk160061638
	_Hlk160061644
	_Hlk160061658
	OLE_LINK1
	OLE_LINK2
	_Hlk106303498
	_Hlk157682226
	_Hlk130387103
	_Hlk157693010
	_Hlk157692206
	_Hlk106349815
	_Hlk162862754
	_Hlk162859411
	_Hlk169517876
	_Hlk157958973
	_Hlk157958025
	_Hlk165354067
	_Hlk165356374
	_Hlk157769978
	_Hlk165357344
	OLE_LINK3

