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Аннотация. При разработке биопрепаратов актуальной задачей промышленного про-

изводства является ускорение процесса ферментации, усовершенствование условий произ-
водства, а также наибольший выход целевого продукта за меньшее количество циклов. 
На глубинное культивирование бактерий влияют состав питательных сред, температура, 
время культивирования, доза инокулята, особенности штамма микроорганизма, кислот-
ность среды и многие другие. Активная кислотность питательной среды влияет на ско-
рость биохимических реакций в клетке, потребление субстратов и накопление биомассы. 
Установление оптимального для роста бактерий рН также позволяет скорректировать 
технологические условия промышленного глубинного культивирования в биореакторах и 
продлить период активного накопления биомассы. Цель исследования заключалась в опреде-
лении оптимальной активной кислотности среды при глубинном культивировании бактерий 
B. pumilus B-13250 и B. toyonensis B-13249 для дальнейшего опытно-промышленного культи-
вирования в условиях ферментеров. 

Объектами исследования явились два штамма: B. toyonensis и B. pumilus, из коллекции 
ИЦ «Промбиотех» АлтГУ. Использовались стандартные среды для глубинного (L-бульон) и 
поверхностного (твердая L-среда) культивирования. Глубинное культивирование проводи-
лось в шейкере-инкубаторе «Innova 44», в качалочных колбах. Для определения оптимального 
рН изучались варианты установок: 5,6, 6,2, 6,8, 7,4; температура культивирования – 37 ºС, 
скорость перемешивания – 250 об/мин, 24 ч – время культивирования. 

В результате работ выяснено, что оптимальный показатель активной кислотности 
среды для культивирования обоих исследуемых штаммов составил 6,8. Оба штамма спо-
собны расти и развиваться при отклонениях от оптимума: в значениях рН от 5,6, до 7,4. 
Также стало понятно, что при использовании данных микроорганизмов в качестве основы 
пробиотиков есть возможность выбора большего диапазона условий жизни относительно 
кислотности внешней среды.  

Ключевые слова: Bacilluspumilus, Bacillustoyonensis, водородный показатель, глубинное 
культивирование, ферментация, пробиотики, биореактор, биопродукты. 
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Abstract. The active acidity of the nutrient medium affects the rate of biochemical reactions in 
the cell, the consumption of substrates and the accumulation of biomass. The purpose of this study 
was to determine the optimal active acidity of the medium during submerged cultivation of bacteria B. 
pumilus B-13250 and B. toyonensis B-13249 for further experimental-industrial cultivation under fer-
menter conditions and using probiotic preparations as the basis. 

The objects of the study were two strains of rhizospheric spore bacteria: B. toyonensis and B. pu-
milus, from the collection of the Research Center «Prombiotech» AltSU. Standard media were used for 
deep (L-broth) and surface (solid L-medium) cultivation. Deep cultivation was carried out in an «Innova 44» 
shaker-incubator, in rocking flasks. To determine the optimal pH, options for settings were studied: 5.6, 6.2, 
6.8, 7.4; cultivation temperature - 37 °C, stirring speed - 250 rpm, 24 h - cultivation time. 

As a result of the work, it was found that the optimal indicator of the active acidity of the medium 
for cultivating both studied strains was 6.8. Both strains are able to grow and develop with deviations 
from the optimum: in pH values from 5.6 to 7.4.  

Keywords: Bacillus pumilus, Bacillus toyonensis, pH value, deep cultivation, fermentation, probi-
otics, bioreactor, bioproducts. 
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ВВЕДЕНИЕ 

 
Производство современных отечествен-

ных биопрепаратов – стратегически важная 
задача для науки, промышленности, сельско-
го хозяйства и экономики страны в целом. 
При этом в промышленном производстве 
бактериальных препаратов важнейшими за-
дачами являются ускорение процесса фер-
ментации, усовершенствование условий про-
изводства, а также наибольший выход целе-
вого продукта [1–4]. На качество и эффектив-
ность глубинного культивирования бактерий 
влияют различные факторы: состав пита-
тельных сред, температура, время культиви-
рования, доза инокулята, особенности штам-
ма микроорганизма, кислотность среды и 
многие другие. В связи с этим большое коли-
чество современных научных работ посвя-

щено оптимизации условий культивирования 
путем их изменения для благоприятного ро-
ста организмов [5–7]. 

Цикл развития бактериальной культуры 
начинается с помещения инокулята в благо-
приятную среду для ее роста. Активная кис-
лотность питательной среды влияет на ско-
рость биохимических реакций в клетке, по-
требления субстратов и накопление биомас-
сы. Многими учеными [8–12] установлено, что 
значение рН в нейтральном положении (6,5–
7,5) является благоприятным для роста бак-
терий рода Bacillus, поддержание заданного 
рН, на благоприятном для клеток уровне, 
позволяет продлить фазу активного роста 
спорообразующих микроорганизмов. При 
производстве биологических препаратов 
установление оптимальной для роста бакте-
рий активной кислотности культуральной 
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жидкости также позволяет скорректировать 
технологические условия промышленного 
глубинного культивирования бактерий в био-
реакторах и, таким образом, продлить период 
активного накопления биомассы. При отсут-
ствии поддержания значений активной кис-
лотности на оптимальном для бактерий 
уровне быстро происходит закисление куль-
туральной жидкости за счет экскретирования 
в среду метаболитов обмена клеток и, как 
следствие, – ингибирование роста.  

Цель данной работы: определение оп-
тимальной активной кислотности среды при 
глубинном культивировании спорообразую-
щих бактерий B. pumilus B-13250 и 
B. toyonensis B-13249, для дальнейшего их 
опытно-промышленного культивирования в 
условиях биореактора и использования в ка-
честве основы пробиотических препаратов. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
Объекты исследования: штамм 

B. pumilus В-13250, выделенный из ризосферы 
р. Cichorium, штамм B. toyonensis В-13249 – из 
ризосферы р. Helianthus (коллекция ИЦ 
«Промбиотех» АлтГУ). 

Питательные среды: L-бульон в качестве 
основной среды для глубинного культивиро-
вания в колбах, на основе пептона и дрожже-
вого экстракта. Твердая L-среда для контроля 
численности микроорганизмов. Эндо-среда 
для санитарного контроля. 

Глубинное культивирование каждого 
штамма проводили в шейкере-инкубаторе 
«Innova 44» (New Brunswick, USA) Культи-
вирование проводилось в качалочных кол-
бах Эрленмейера объемом 500 мл, с за-
полнением 200 мл культуральной жидко-
сти. Эксперименты проводились в 5-
кратной повторности. 

Исследованные значения рН среды для 
культивирования: 5,6, 6,2, 6,8, 7,2; темпера-
тура культивирования составляла 37 ºС, ско-
рость перемешивания – 250 об/мин, 24 ч – 
время культивирования, эксцентриситет 
платформы – 5 см. Для корректирования зна-
чений рН среды использовался 20%-ый рас-
твор гидроокиси натрия. Для измерения рН 

использовали стационарный рН-метр «FG2» 
(Mettler-Toledo, Switzerland). 

В первоначально простерилизованной 
жидкой L-среде измерялся рН, доводился до 
задаваемого значения (5,6, 6,2, 6,8, 7,4), по-
сле чего производился посев инокулятом. 
Через 1 час культивирования колбы вынима-
лись из шейкера, стерильно производился 
замер и корректировка уровня рН. Следую-
щий замер и корректировка производились 
через 4 инкубации. Окончательный результат 
измерялся по истечении суток культивирова-
ния (24 ч), где дополнительно производилась 
микроскопия каждого образца, измерение 
оптической плотности (OD490) и учет числен-
ности бактерий высевом на твердую пита-
тельную среду с применением метода деся-
тикратных разведений. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 
После первого часа культивирования 

штамма B. pumilus В-13250 практически во 
всех исследуемых вариантах, за исключени-
ем изначально сверхнизкого – 5,6, показатель 
активной кислотности стал понижаться, по-
этому производилась корректировка кислот-
ности в вариантах 6,2, 6,8, 7,4 до первона-
чально заданной отметки. Через 4 часа куль-
тивирования уровень кислотности в варианте 
со значением рН в 5,6 также остался на 
прежнем уровне. При этом в вариантах с ис-
ходными значениями рН среды 6,2, 6,8, 7,4 
наблюдалось повышение уровня кислотно-
сти. Особенно значительно кислотность уве-
личилась в вариантах со значениями пред-
установок 6,8 и 7,4: до 5,99(±0,03) и 
6,43(±0,04) соответственно. Это может быть 
связано с тем, что при данных значениях рН 
культура развивалась активнее и окисляю-
щих продуктов обмена выделяла больше. 

После измерений следовала корректи-
ровка целевых заданных параметров рН, 
колбы снова ставились в шейкер-инкубатор 
для продолжения культивирования. Через 
24 часа по окончании эксперимента колбы 
снимались и замерялись конечные значения 
показателей. Результаты исследования 
представлены в таблице 1. 
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Таблица 1 – Технологические показатели культивирования B. Pumilus В-13250 при разных ва-
риантах рН среды 
 

Table 1 - Technological indicators of cultivation of B. pumilus B-13250 at different pH conditions 
 

рН 
pH в момент культ-я ОП, 24 

ч Микроскопия, 24 
ч 

Морфология колоний, 
24 ч 

1 ч 4 ч 24 ч 

Ино-
кулят 

 7,32 
(±0,22) 

1,025 
(±0,173) 

5,6 5,60 
(±0,01) 

5,63 
(±0,02) 

6,69 
(±0,15) 

0,382 
(±0,065) 

  
6,2 6,17 

(±0,03)
↑ 

5,75 
(±0,12)
↑ 

7,05 
(±0,48) 

0,530 
(±0,114) 

  
6,8 6,52 

(±0,06)
↑ 

5,99 
(±0,03)
↑ 

7,00 
(±0,06) 

0,849 
(±0,080) 

 

 
7,4 7,14 

(±0,04)
↑ 

6,43 
(±0,04)
↑ 

7,10 
(±0,15) 

0,628 
(±0,059) 

 

 
 

При окончании культивирования показа-
тель рН был в нейтральных значениях во 
всех исследуемых вариантах, самый низкий 
показатель зафиксирован при рН 5,6 – 
6,69(±0,15). Это говорит, что параметры оп-
тимального роста культуры стремятся в 
нейтральное положение, только при коррек-
тировке в 5,6 требуется длительное время и 
складываются неблагоприятные условия для 
оптимального роста. При этом наибольшая 

оптическая плотность наблюдается в вариан-
те с рН = 6,8 и равна 0,849(±0,080), что на 
2 десятых значения выше от ближайшего в 
установке 7,4 (0,628(±0,059)). По микроскопии 
отмечено, что при культивировании на всех 
вариантах рН среды в течение 24 часов роста 
все клетки находятся в активной вегетатив-
ной форме. Визуально принципиальной раз-
ницы в количестве или размерах клеток не 
обнаружено, что подтверждает возможность 
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развития данного штамма при разных значе-
ниях рН. Морфология колоний при разных 
значениях рН также однородна.  

Результаты исследования оптимального 
уровня кислотности для культивирования 
штамма B. toyonensis B-13249 представлены 
в таблице 2. 

 

Таблица 2 – Технологические показатели культивирования B. toyonensis B-13249 при разных 

вариантах рН среды 
 

Table 2 - Technological indicators of cultivation of B. toyonensis B-13249 at different pH conditions 
 

рН 
pH в момент культ-я 

ОП, 24 ч 
Микроскопия,  

24 ч 
Морфология колоний, 

24 ч 
1 ч 4 ч 24 ч 

Ино-
кулят 

 7,32 
(±0,20) 

1,024 
(±0,215) 

5,6 5,68 
(±0,05) 

5,20 
(±0,03)↑ 

7,02 
(±0,21) 

0,759 
(±0,106) 

  
6,2 6,13 

(±0,01)
↑ 

5,30 
(±0,02)↑ 

6,98 
(±0,13) 

0,656 
(±0,107) 

  
6,8 6,57 

(±0,08)
↑ 

5,80 
(±0,07)↑ 

7,05 
(±0,24) 

0,991 
(±0,076) 

 

 
7,4 7,14 

(±0,09)
↑ 

6,28 
(±0,12)↑ 

7,32 
(±0,11) 

0,745 
(±0,137) 

 

 
 

У штамма B. toyonensis B-13249 после 
первого часа культивирования также при 
установках 6,2, 6,8, 7,4 показатель активной 

кислотности стал понижаться (производились 
корректировки), при показателе 5,6 кислот-
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ность незначительно понизилась (5,68(±0,05)), 
и корректировки рН не производилось.  

Через 4 часа культивирования сдвиг в 
кислую сторону рН произошел во всех вари-
антах установок, включая и изначально низ-
кую – с 5,6 до 5,20(±0,03). Наибольшее от-
клонение произошло при установке 7,4 до 
6,28(±0,12), что само по себе больше целого 
значения в единицу (1,12(±0,12)), что тоже 
соответствует наиболее предрасположенным 
условиям жизни данной культуры. 

При окончании культивирования (24 ча-
са) наибольшее значение рН было при уста-
новке в 7,4–7,32(±0,11), что, в свою очередь, 
говорит о том, что значение установки в 7,4 
также не совсем благоприятно сказывается 
для роста культуры, и микроорганизмы стре-
мятся понизить задаваемое значение. 

Аналогичные данные у культуры B. 
toyonensis B-13249 при установке рН в 6,8, 
значение оптической плотности – 
0,991(±0,076) значительно больше ближай-
шего значения – 0,759(±0,106), как ни стран-
но, получившейся при установке в 5,6, что 
может объясняться более продолжительным 
временем для восстановления кислотности 
среды.  

По микроскопии отмечено, что при куль-
тивировании на всех вариантах рН среды в 
течение на 24 часов роста все клетки нахо-

дятся в активной вегетативной форме. При 
визуальной оценке наибольшее их количе-
ство наблюдалось в пробе с предустановлен-
ным рН в 6,8, оптическая плотность в данной 
пробе была также самой большой – 
0,991(±0,076). Морфология колоний данного 
штамма при разных значениях рН однородна.  

Таким образом, через 24 часа культиви-
рования значение активной кислотности стре-
мится к нейтральному положению, и в вариан-
тах 5,6, 6,2, 6,8 значение рН у обоих исследу-
емых штаммов переросло изначально задан-
ный уровень. При установке же 7,4 лишь в не-
которых повторностях у B. toyonensis B-13249 
значение незначительно (на 0,01), превыша-
ло задаваемый параметр. В исследованиях B. 
pumilus B-13250 значение в 7,4 не достигалось 
ни разу. Это говорит о том, что оптимальный 
рН среды для культивирования исследуемых 
штаммов находится в стандартном для боль-
шинства бактерий нейтральном значении. 

Наибольшее количество живых клеток 
обнаружено при культивировании штаммов 
на среде с рН = 6,8: B. pumilus B-13250 – 
3,65(±0,75) ×109, B. toyonensis B-13249 – 
1,25(±0,80) ×109. При этом наименьшие зна-
чения у штамма B. pumilus B-13250 – 
2,15(±1,15) ×109 наблюдались при рН среды 
5,6, а у B. toyonensis B-13249 – 5,40(±2,73) 
×108при рН среды 7,4 (рисунок 1). 

 

 
 

Рисунок 1 – Влияние кислотности среды культивирования на количество B. pumilus 
B-13250 и B. toyonensis B-13249 

 

Figure 1 - The influence of the acidity of the cultivation medium on the number of B. pumilus 
B-13250 and B. toyonensis B-13249 

 

Таким образом, для дальнейших иссле-
дований глубинного культивирования обоих 
исследуемых штаммов в условиях биореак-
тора оптимальным вариантом рН среды яв-
ляется 6,8, что косвенно говорит об их био-
совместимости и о возможности их совмест-
ного использования в качестве основы биоло-
гических препаратов. Но следует отметить, 

что при всех исследуемых установках актив-
ной кислотности среды, культуры микроорга-
низмов сохранили жизнеспособность, ни в 
одном эксперименте не наблюдалось массо-
вой гибели. Полученные данные о возможно-
сти роста и развития культур при разных зна-
чениях рН свидетельствуют о перспективно-
сти включения обоих штаммов в состав био-
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логических препаратов. Оптимизация глубин-
ного культивирования бактерий с помощью 
корректировки рН среды позволяет решить 
одну из биотехнологических задач по получе-
нию многокомпонентных пробиотических 
препаратов путем увеличения продуктивно-
сти (количества клеток с 1 цикла фермента-
ции), что, в свою очередь, повышает эконо-
мическую эффективность производства.  

 

ВЫВОДЫ 
 

1. Оптимальный показатель активной 
кислотности среды для культивирования 
штамма B. pumilus B-13250: 6,8. 

2. Оптимальный показатель активной 
кислотности среды для культивирования 
штамма B. toyonensis B-13249: 6,8. 

3. Оба исследуемых штамма способны 
расти и развиваться при отклонениях от оп-
тимума: в значениях рН от 5,6, до 7,4.  

4. При использовании данных микроор-
ганизмов в качестве основы пробиотика по-
является возможность большего выбора диа-
пазона условий по кислотности внешней сре-
ды.  
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