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Аннотация. Известно, что наибольшее влияние на биосинтез β-каротина Mycolicibacterium neoaurum AС-3067D 
оказывает замена глюкозы на глицерин. В то же время с технологической точки зрения наличие остаточного 
глицерина затрудняет процесс сушки биомассы, на основе которой может быть разработана кормовая 
добавка для сельскохозяйственных птиц и животных. Цель работы заключалась в определении количества 
глицерина, глюкозы и Твин-80 методом математического планирования (полный факторный эксперимент 
типа 23) и апробации подобранной питательной среды при глубинном культивировании Mycolicibacterium 
neoaurum в ферментационной установке объемом 3 л. В ходе проведенного исследования осуществлена 
оценка накопления биомассы Mycolicibacterium neoaurum и содержания в ней β-каротина при замене 
глицерина (20 г/л) на комбинацию глицерина (10 г/л) и глюкозы (10 г/л). Установлено, что при культивиро-
вании Mycolicibacterium neoaurum в среде, содержащей комбинацию глицерина и глюкозы, продуктив-
ность штамма по биомассе и β-каротину сопоставима с контрольными условиями и составляет 17,8 г/л 
и 182,5 мг/кг соответственно. Исследование также показало, что внесение Твин-80 (1 г/л) в питательную 
среду увеличило выход биомассы и β-каротина на 14,0 и 32,2% соответственно по сравнению с контролем. 
Установлено, что при выращивании Mycolicibacterium neoaurum в биореакторе с использованием ростовой 
среды, состав которой рассчитан с использованием полного факторного эксперимента типа 23, содержащей 
глицерин (15,0 г/л), глюкозу (5,0 г/л) и Твин-80 (1,5 г/л), продуктивность штамма по β-каротину составила 
376,5 мг/кг, по биомассе – 25,2 г/л. 
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Abstract. The replacement of glucose with glycerol has demonstrated the most significant influence on beta-carotene 
biosynthesis using Mycolicibacterium neoaurum AC-3067D. However, from a technological standpoint, residual 
glycerol hinders the drying of biomass, which can be used to produce feed additives for poultry and livestock. This 
study aims to determine the optimal concentrations of glycerol, glucose, and Tween 80 using a 23 full factorial 
experiment, along with testing an optimized medium during the deep cultivation of Mycolicibacterium neoaurum 
in a 3L bioreactor. We evaluated the accumulation of Mycolicibacterium neoaurum biomass and beta-carotene 
content in response to the replacement of 20 g/L glycerol with a combination of 10 g/L glycerol and 10 g/L glucose. 
The results demonstrated comparable productivity of the strain between the modified and control media, yielding 
17.8 g/L biomass and 182.5 mg/kg beta-carotene. The study showed that the incorporation of Tween 80 (1 g/L) into 
the nutrient medium resulted in a 14.0% and 32.2% increase in biomass and beta-carotene yield, respectively, in 
comparison to the control. The medium, optimized using a 23 full factorial experiment, contained glycerol (15.0 g/L), 
glucose (5.0 g/L), and Tween 80 (1.5 g/L). The cultivation of Mycolicibacterium neoaurum in a bioreactor using this 
growth medium resulted in a maximum productivity of 376.5 mg/kg of beta-carotene and 25.2 g/L of biomass.

Keywords: carotenoids, Mycolicibacterium neoaurum, biosynthesis, cultivation, bioreactor

Fundings. The research was carried out within the state assignment of Ministry of Science and Higher Education  
of the Russian Federation (theme no. 123012000071-1).

For citation: Yaderets V.V., Karpova N.V., Glagoleva E.V., Tsyganov V.A., Shibaeva A.S., Dzhavakhiya V.V. Optimi-
zation of culture medium for submerged cultivation of Mycolicibacterium neoaurum AC-3067D – a beta-carotene 
producing strain. Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2025;15(2):252-261. (In Russian). 
DOI: 10.21285/achb.981. EDN: UENDIX.

ВВЕДЕНИЕ 
Каротиноиды (от лат. carota – морковь и греч. eidos – 

вид) – многочисленная группа органических пигментов, 
синтезируемых высшими растениями, водорослями, 
фототрофными бактериями, мицелиальными грибами 
и дрожжами [1–3]. К настоящему времени известна 
структура 1158 каротиноидов, синтезируемых более 
чем 691 видом организмов [4]. Высокая биологическая 
активность каротиноидов и широкий спектр применения 
данной группы соединений [1–6] обуславливают посто-
янный интерес исследователей к поиску эффективных 
способов их получения.

В настоящее время каротиноиды, как правило, 
получают или путем экстракции из растительного сырья 
или методами химического синтеза [6, 7], однако на 
сегодняшний день можно отметить небезосновательную 
тенденцию к экологизации производства и замене 
химических методов на более безопасные. Известно, 
что альтернативой химическим способам получения 
являются процессы с использованием микробного 
синтеза. С этой точки зрения актуальным становится 
поиск эффективных путей производства каротиноидов 
с использованием микроорганизмов [8].

Согласно литературным данным, основные исследо-
вания сосредоточены на оптимизации условий культиви-
рования гетероталлических штаммов грибов Blakeslea 
trispora [9–11] или дрожжей рода Rhodotorula [12, 13]. 
Перспективными продуцентами каротиноидов могут 
также являться быстрорастущие непатогенные бак-
терии рода Mycolicibacterium [14]. Ценным преиму-
ществом использования бактерий в качестве проду-
центов каротиноидов является отсутствие зависимости 
биосинтеза от полового цикла микроорганизма, как в 
случае B. trispora [9–11], что способно значительно упро-
стить технологическую схему получения биологически 
активных соединений и сократить время биосинтеза. 
В связи с этим получение новых высокоэффективных 
продуцентов каротиноидов и разработка технологии их 
получения является актуальным направлением научных 
исследований настоящего времени. 

Учитывая вышесказанное, цель представленного 
исследования заключалась в оптимизации источника 
углерода и Твин-80 в ферментационной среде для глу-
бинного культивирования штамма Mycolicibacterium 
neoaurum AС-3067D в биореакторе объемом 3 л. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Используемый в работе штамм получен путем хими-

ческого мутагенеза с применением N-нитрозо-N-ме-
тилмочевины и направленной селекции из штамма 
M. neoaurum Всероссийской коллекции промышленных 
микроорганизмов Ас-1634 [15]. Штамм депонирован во 
Всероссийской коллекции микроорганизмов Института 
биохимии и физиологии микроорганизмов им. Скрябина 
РАН под номером VKM Ac-3067D.

Для поддержания штамма M. neoaurum VKM Ac-3067D 
использовали агаризованную среду следующего состава, г/л:  
агар-агар – 17,0, глюкоза – 10,0, соевая мука – 10,0, 
лимонная кислота – 2,2, мочевина – 0,5, NH4Cl – 1,0, 
KH2PO4 – 0,5, MgSO4•7Н2О – 0,5, FeSO4•7Н2О – 0,05, 
CaCO3 – 1,5 (рН среды 6,8–7,2). Штамм поддерживали 
в течение 1 месяца при температуре 4 °С, затем пере-
севали на свежие среды. Хранили M. neoaurum при 
4 °С в лиофилизированном состоянии, защитной средой 
служило сухое молоко. 

Контрольная жидкая среда (среда АМ), использо-
ванная для последующей модификации, имела сле-
дующий состав, г/л: глицерин – 20,0, сухое обезжиренное 
молоко – 10,0, лимонная кислота – 2,2, мочевина – 1,0, 
NH4Cl – 1,0, KH2PO4 – 0,5, MgSO4•7Н2О – 0,5,  
FeSO4•7Н2О – 0,05, CaCO3 – 1,5 (рН среды 6,8–7,2). 
Процесс оптимизации состава питательной среды вели 
в качалочных колбах объемом 750 мл. 

 Для получения инокулята в пробирку с культурой 
приливали 10 мл стерильного физиологического раствора 
и микробиологической петлей аккуратно снимали слой 
клеток, который затем переносили в качалочные колбы, 
содержащие 100 мл среды. Колбы с культурой помещали 
на 48 ч в шейкер-инкубатор Innova 44R (Eppendorf SE, 
Германия) с орбитой движения платформы 5,1 см при 
220 об/мин и 35 °С. Затем полученный инокулят в коли-
честве 10% об. переносили в колбы с соответствующей 
питательно средой и выращивали в тех же условиях в 
течение 48–72 ч. Полученную культуральную жидкость 
либо использовали для засева ферментационной уста-
новки, либо же сушили для определения содержания 
каротиноидов.

Содержание каротиноидов в биомассе M. neoaurum 
определяли спектрофотометрически [15]. Для этого 30 мл 
культуральной жидкости центрифугировали при 7500 об/мин  
в течение 5 мин. Полученный супернатант декантировали, 
а полученную биомассу экстрагировали 10 мл ацетона 
3 раза. Ацетоновые экстракты объединяли, переносили 
в делительную воронку, добавляли 10 мл петролейного 
эфира, тщательно встряхивали и вносили 3–5 капель 
насыщенного раствора NaCl до разрушения эмульсии. 
Затем отделяли ацетоновый слой и вновь экстрагировали 
петролейным эфиром. Полученные петролейные экс-
тракты объединяли и фильтровали через стеклянный 
фильтр. Спектр поглощения экстракта каротиноидов 
определяли на спектрофотометре Thermo Spectronic 
(Thermo FS, США) при длине волны 450 нм против рас-
творителя (петролейного эфира). Суммарное содержание 
каротиноидов, мкг/г, определяли по следующей формуле:

×A450×  Каротиноиды = 

где V – объем пробы, мл; А450 – степень поглощения 
раствора, полученная экспериментально; D – коэффи-

циент разбавления образца; Е = 2592 – значение 1% 
экстинции; W – биомасса сухих клеток, г.

Для глубинного культивирования штамма исполь-
зовали ферментационную установку общим объемом 3 л 
(ООО «Проинтех», Россия). Данный биореактор имеет 
встроенное компьютерное управление, позволяющее 
регулировать основные ферментационные пара-
метры – рН, скорость перемешивания, температуру 
и рО2. В устройства измерения параметров культуральной 
жидкости в процессе ферментации входят: термодатчик 
для измерения температуры, связанный с контроллером 
управления («Бук-3», Россия); датчик  для измерения 
показателя рН (InPro3300/225/PT1000, Mettler Toledo, 
Швейцария), связанный через управляющий контроллер 
с перистальтическим насосом, подающим титрующий 
раствор; датчик измерения растворенного кислорода 
(InPro 6800/12/220, Mettler Toledo, Швейцария), свя-
занный через управляющий контроллер с механическим 
перемешивающим устройством.

Питательную среду объемом 1,5 л (pH среды до 
стерилизации – 6,8–7,2), загружали в биореактор и 
вместе со средой помещали в автоклав для стерили-
зации (60–90 мин при 121 °C). Дополнительные жидкие 
компоненты (растворы глюкозы 2,5 г/л, кислот, щелочей, 
дистиллированной воды) стерилизовали отдельно в 
колбах с нижним тубусом, оснащенных соединительными 
шлангами и иглами. После стерилизации биореактор 
помещали на ферментационную установку, подключали 
датчики, потоки воздуха и охлаждающей воды, элек-
тродвигатель. Начальное значение содержания рО2 в 
среде устанавливали на отметке 100%. 

Основные параметры культивирования представлены 
в табл. 1. 
Таблица 1. Режим в ферментере перед посевом

Table 1. Parameters in bioreactor before cultivation 

Наименование параметра Значение показателя

Объем среды 1,5 л

Температура 35±1 °С

Аэрация 0,1 л/мин

Скорость перемешивания 
среды 250 об/мин

Значение рО2 100% от насыщения

рН среды 6,8–7,2

Регулировку уровня рО2 осуществляли путем изме-
нения объема подачи воздуха на объем культуральной 
жидкости в ручном режиме с изменением количества 
оборотов перемешивающего устройства в автомати-
ческом режиме. Основные параметры культивирования 
штамма в 3-литровом ферментере представлены в табл. 2. 

Значение рН на уровне 7,0–7,2 поддерживали путем 
подачи 5%-го раствора HCl при помощи перистальти-
ческого насоса в автоматическом режиме. В процессе 
ферментации каждые 18–22 ч отбирали аликвоту куль-
туральной жидкости для микробиологического контроля 
чистоты культуры и определения количества биомассы. 
Продолжительность процесса составляла 72–76 ч. В 
случае нежелательного пенообразования уменьшали 
скорость перемешивания среды и вносили пеногаситель 
(Софэксил-1520А, стерильный 50%-й раствор). 
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После окончания ферментации биомассу микалице-
бактерий инактивировали при температуре 80–85 °С и 
перемешивании в течение 30 мин. Далее биомассу сливали 
в приемник, центрифугировали и сушили на лиофильной 
сушилке (Martin Christ ALPHA 2-4LD plus, Германия).

Эксперименты проводили в 3 повторностях. Полу-
ченные результаты статистически обрабатывали с 
использованием стандартного пакета программы 
MS Excel 2010.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В биотехнологических процессах, основанных на 

использовании высокопродуктивных штаммов, основное 
внимание, помимо создания самого штамма, должно 
уделяться определению оптимальных условий культи-
вирования [11, 16]. Оптимизация условий культиви-
рования может осуществляться на основе сочетания 
экспериментального и математического моделирования.

Ранее авторами была проведена серия экспери-
ментов по изучению влияния на накопление биомассы 
M. neoaurum и β-каротина таких источников углерода, 
как глюкоза, фруктоза, сахароза, лактоза, арабиноза, 
глицерин, маннит и сорбит, количество которых во всех 
вариантах составляло 20,0 г/л. Контролем служила 
питательная среда с глюкозой. Установлено, что наи-
большее влияние на биосинтез каротиноидов клетками 
M. neoaurum оказывает глицерин. Отмечено увеличение 
выхода биомассы на 15,1% и содержания β-каротина 
на 14,7% по сравнению с контрольными условиями 
[15]. Факт стимуляции биосинтеза каротиноидов может 
быть объяснен тем, что, согласно данным литературы, 
глицерин участвует в биосинтезе изопреноидов – пред-
шественников каротиноидов. Однако с технологической 
точки зрения наличие остаточного глицерина в биомассе 
M. neoaurum может сильно затруднять процесс ее сушки. 
В связи с этим было предложено изучить влияние на 
накопление биомассы и содержание в ней β-каротина, 
комбинации глицерина и глюкозы в количестве 10,0 г/л 
каждого компонента. В качестве контроля использо-
вались среды с содержанием глицерина и глюкозы по 
20,0 г/л. Результаты представлены на рис. 1. 

Как следует из полученных данных, комбинация 
глицерина и глюкозы позволяет получить аналогичные 
результаты по выходу биомассы и содержания в ней 
β-каротина.

Согласно данным литературы, внесение в ростовую 
среду разнообразных по своей природе экзогенных 
факторов может привести к изменению метаболической 

активности клеток. Так, например, установлено воздей-
ствие поверхностно активных веществ на стероидтранс-
формирующую активность клеток Mycolicibacterium [17]. 
Известна серия экспериментов по увеличению био-
синтеза β-каротина при культивировании Phycomyces 
blakesleeanus в питательной среде с включением 
Твин-80  [18]. Данный эффект может быть связан с 
двумя вещами. С одной стороны, являясь солюбили-
затором, Твин-80 способствует более эффективному 
клеточному массообмену, стимулируя рост микроор-
ганизмов и синтез вторичных метаболитов. С другой 
стороны, наличие Твин-80 также обеспечивает увели-
чение растворимости липофильного β-каротина и его 
предшественников, делая их более доступными для 
ферментных систем, вовлеченных в биосинтез пиг-
ментов. В связи с этим было интересным проверить 
влияние таких солюбилизаторов, как Твин-80, Спан-20 
и метил-β-циклодекстрин (МЦД) на накопление био-
массы M. neoaurum и содержание в ней β-каротина. 
Результаты представлены на рис. 2. 

Как следует из полученных данных, отображенных 
на рис. 2, культивирование штамма в ростовой среде, 
содержащей Твин-80 (1,0 г/л), привело к увеличению 
выхода биомассы содержащегося в ней β-каротина на 
14,0 и 32,2% по сравнению с контролем. При внесении 
в питательную среду Спан-20 (1,0 г/л) и МЦД (2,5 г/л) 
наблюдалось ингибирование процесса накопления био-
массы M. neoaurum на 5,6 и 3,4% соответственно. Также 
отмечено снижение содержания β-каротина на 8,5 и 7,0% 
в средах, содержащих Спан-20 и МЦД по сравнению с 
контрольными условиями. Ингибирование роста клеток 
и снижение уровня биосинтеза β-каротина в вариантах 
с МЦД (2,5 г/л) и Спан-20 (1,0 г/л) совпадает с данными 
литературы [17]. Возможно, лимитирующим фактором 
являются выбранные концентрации солюбилизаторов, 
поэтому в будущем следует провести более детальное 
исследование зависимости между степенью ингиби-
рования роста M. neoaurum и концентрациями МЦД 
и Спан-20. 

Таблица 2. Режим в ферментере в процессе культивирования 

Table 2. Parameters in bioreactor during cultivation

Параметр Величина показателя

Температура 35±1 °С

Аэрация 0,1 л/мин

рН 7,0–7,2

Перемешивание

Для поддержания необходимого 
уровня растворенного кислорода 

(рО2 не ниже 50%)  
скорость перемешивания 

составляет 300–400 об/мин

Глицерин 20,0 г/л        Глюкоза 20,0 г/л 
Глицерин 10,0 г/л, глюкоза 10,0 г/л
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Рис. 1. Накопление биомассы Mycolicibacterium neoaurum 
и β-каротина в зависимости от источника углерода  
в ростовой среде
Fig. 1. Effect of a carbon source on the Mycolicibacterium 
neoaurum biomass accumulation and β-carotene production
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Клетки миколицибактерий отличаются сложной струк-
турой клеточной стенки, содержащей до 60% липидов, 
что обуславливает ее высокую гидрофобность и склон-
ность клеток к агрегации в процессе роста в жидкой 
среде. В то же время при культивировании M. neoaurum 
в присутствии солюбилизаторов культура более одно-
родна, а размер формируемых клеточных скоплений 
практически в 2–3 раза меньше при сравнении с кон-
трольными условиями. 

Оптимизация состава ростовой среды – эффек-
тивный метод увеличения биосинтетической активности 
микроорганизмов-продуцентов биологически активных 
веществ [19, 20]. Состав среды можно определить двумя 
способами: эмпирическим подбором или путем исполь-
зования методов математического планирования экспе-
римента. Традиционный метод эмпирического подбора 

широко используется для определения оптимальных 
условий культивирования микроорганизмов [16]. Тем 
не менее планирование эксперимента позволяет варьи-
ровать одновременно все факторы и получать количе-
ственные оценки влияния на выход целевого показателя 
основных факторов и эффектов взаимодействия между 
ними с меньшими ошибками, чем традиционные методы 
однофакторного исследования. Для оценки влияния на 
биосинтез β-каротина клетками M. neoaurum глицерина, 
глюкозы и Твин-80 проведен полный факторный экспе-
римент. Каждый фактор исследовали на двух уровнях – 
нижнем (-1) и верхнем (+1) (табл. 3). 
Таблица 3. Значения факторов в натуральных 
переменных, шага варьирования и концентрации 
основных компонентов ферментационных сред

Table 3. Values of factors in natural variables, units  
of variation and concentration of the main components  
of fermentation media

Фактор х1 х2 х3

Наименование  
фактора

Концентрация  
глицерина

Концентрация  
глюкозы

Концентрация  
Твин-80

Базовая  
концентрация  
параметра, г/л

10,0 10,0 1,0

Шаг  
варьирования, 
г/л

5,0 5,0 0,5

–1 5,0 5,0 0,5
+1 15,0 15,0 1,5

Количество опытов определено по формуле
N = nk,

где n – количество уровней варьирования, k – количество 
факторов [16]. В данном исследовании N = 8. Исходя 
из этого построена матрица планирования экспери-
мента для полного факторного эксперимента типа 23. 
По построенной матрице планирования эксперимента 
проведена серия экспериментов, каждый опыт выполнен 
в 3 повторностях. Результаты представлены в табл. 4. 

Коэффициенты уравнения регрессии определяли по 
методу наименьших квадратов1. Величина коэффициента 

Контроль       Твин-80       Спан-20       МЦД
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Рис. 2. Накопление биомассы Mycolicibacterium 
neoaurum и β-каротина при внесении в ростовую среду 
Твин-80 (1,0 г/л), Спан-20 (1,0 г/л)  
и метил-β-циклодекстрина (2,5 г/л)

Fig. 2. Effect of Twin-80 (1.0 g/l), Span-20 (1.0 g/l)  
and methyl-β-cyclodextrin (2.5 g/l)  
on the Mycolicibacterium neoaurum biomass  
accumulation and β-carotene production

Таблица 4. Матрица планирования для полного факторного эксперимента типа 23

Table 4. Experiment planning matrix for 23 full factorial experiment 

Номер 
опыта

Факторы в кодированном виде Факторы в натуральном масштабе, г/л Выход 
β-каротина, мг/кгx1 x2 x3 x1 x2 x3

1 -1 -1 -1 5 5 0,5 152,37
2 +1 -1 -1 15 5 0,5 194,17
3 -1 +1 -1 5 15 0,5 162,00
4 +1 +1 -1 15 15 0,5 207,40
5 -1 -1 +1 5 5 1,5 164,03
6 +1 -1 +1 15 5 1,5 258,23
7 -1 +1 +1 5 15 1,5 174,77
8 +1 +1 +1 15 15 1,5 230,07

1 Рожнов Е.Д. Моделирование биотехнологических процессов: методические рекомендации по выполнению лабораторных 
работ, проведению практических занятий и организации самостоятельной работы студентов направления подготовки 
19.04.01: Биотехнология. Бийск: Изд-во АлтГТУ, 2019. 96 с.
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регрессии характеризует вклад каждого фактора (хi) пита-
тельной среды в значение Y (концентрация β-каротина) 
полученного уравнения регрессии, имеющего вид  
Y = b0 + b1х1 + b2х2 + b3х3. Проверка значимости коэф-
фициентов регрессии показала, что значимыми коэф-
фициентами являются b1 и b3. В связи с этим полином 
первой степени при проведении планирования 
полного факторного эксперимента типа 23 имел вид  
Y = 193,0 + 29,74х1 + 14,05х3. Однородность и вос-
производимость эксперимента оценена по критерию 
Кохрена (Gp). Для полученных данных Gp = 0,20, что 
меньше табличного значения для используемых сте-
пеней свободы (Gp < Gт, 0,20 < 0,51). Исходя из этого, 
сделан вывод об однородности и воспроизводимости 
выполненного эксперимента. Проверка адекватности по 
критерию Фишера1 полинома первого порядка показала, 
что FР > Fт (10,12 > 2,85). Из этого следует, что полученное 
уравнение неадекватно, то есть данный процесс не может 
быть описан уравнением линейного приближения. Ко 
всему прочему, полученные результаты свидетельствует 
о близости процесса к околооптимальной области, когда 
усиливается влияние взаимодействия факторов.

В связи с вышесказанным принято решение о 
построении новой матрицы планирования экспери-
мента, учитывающей взаимное влияние факторов 
друг на друга, и рассчитаны коэффициенты взаимо-
действия (табл. 5). 

Полученное уравнение регрессии имело следующий 
вид:

𝑌𝑌 = 193,03 + 29,74𝑥𝑥1 + 14,05𝑥𝑥3 − 4,57𝑥𝑥1𝑥𝑥2 − 

− 5,47𝑥𝑥2𝑥𝑥3 + 7,94𝑥𝑥1𝑥𝑥3 − 5,47𝑥𝑥1𝑥𝑥2𝑥𝑥3. 

Рассчитанное значение критерия Фишера Fp = 2,24. 
Табличное значение критерия Фишера Fт определяют 
при fад = 1 и f = 16. Поскольку Fp < Fт (2,19 < 4,49), 
полученное уравнение регрессии адекватно изуча-
емому процессу. Таким образом, согласно данным, 
полученным в результате построения математической 
модели, и выполненным расчетам можно заключить, 
что на накопление β-каротина клетками M. neoaurum 
в изучаемой области концентраций положительно 
влияют увеличение количества глицерина и Твин-80. 
В то же время эффект от данных факторов усиливается 
от совместного действия факторов x1, x2 и x3 при условии, 

что факторы находятся на высшем уровне координи-
рования. По итогам эксперимента была предложена 
ростовая среда, содержащая глицерин (15,0 г/л), глюкозу 
(5,0 г/л) и Твин-80 (1,5 г/л). 

Далее представлялось интересным провести культи-
вирование штамма в биореакторе объемом 3 л в подо-
бранной питательной среде. Ферментацию M. neoaurum 
вели в условиях поддержания рН среды (7,0–7,2)  
и концентрации растворенного кислорода (50%). Твин-80 
в количестве 1,5 г/л вносили до стерилизации.

Понижение концентрации быстро метаболизирую-
щихся сахаров, включая глюкозу, может привести к 
нарушению биосинтеза вторичных метаболитов, в том 
числе β-каротина. В периодических процессах данная 
проблема может быть решена путем периодической 
подачи лимитирующего субстрата, что позволяет избежать 
репрессивного эффекта начальной высокой концен-
трации субстрата и увеличить выход целевого метаболита.  
В связи с этим после 30 ч ферментации было обеспечено 
одноразовое добавление стерильного раствора глюкозы 

Таблица 5. План опыта и результаты, полученные при его реализации

Table 5. Experimental design and the results obtained during its implementation

Номер 
опыта

Факторы  
в натуральном масштабе, 

г/л

Факторы  
в кодированном виде

Вспомогательные графы  
в матрице полного факторного  

эксперимента типа 23

Выход  
β-каротина, 

мг/л
x1 x2 x3 x1 x2 x3 x1x2 x2x3 x1x3 x1x2x3 u

1 5 5 0,50 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 152,37
2 15 5 0,50 +1 -1 -1 -1 +1 -1 + 194,17
3 5 15 0,50 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 162,00
4 15 15 0,50 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 207,40
5 5 5 1,50 -1 -1 +1 +1 -1 -1 + 164,03
6 15 5 1,50 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 258,23
7 5 15 1,50 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 174,77
8 15 15 1,50 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 230,07

110,4

44,0

145,4
179,4

221,5

268,2
305,3

355,7
374,7 376,5

320,5

5,5

7,5

9,2

12,4

15,2

18,3

21,7

24,2

25,2 25,1

23,2

0

100

200

300

400

500

0

5

10

15

20

25

30

0 6 18 24 30 40 48 62 68 72 82

Со
де

рж
ан

ие
 β

-к
ар

от
ин

а,
 м

г/
кг

 

Бо
им

ас
са

, г
/л

Содержание β-каротина, мг/кг  Биомасса, г/л

Рис. 3. Накопление биомассы и β-каротина в культуральной  
жидкости Mycolicibacterium neoaurum при культивировании  
в биореакторе объемом 3 л с внесением подпитки  
(раствор глюкозы 2,5 г/л) на 30 ч ферментации
Fig. 3. Accumulation of biomass and β-carotene during 
Mycolicibacterium neoaurum cultivation in a 3-L bioreactor 
with the addition of glucose solution 2.5 g/l for 30 h  
of fermentation
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(2,5 г/л) в объеме 100 мл при контролируемых опти-
мальных значениях рН и концентрации рO2 (7,0–7,2 и 
50% соответственно). Добавление глюкозы начиналось в 
автоматическом режиме, когда значение рН превышало 
7,0, а значение растворенного кислорода уменьшалось. 
Результаты представлены на рис. 3. Продуктивность 
M. neoaurum по β-каротину и максимальный прирост 
биомассы были отмечены на 68–72 ч культивирования 
и составили 376,5 мг/кг и 25,2 г/л соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В соответствии с полученными данными могут быть 

сделаны следующие выводы:
1. Согласно проведенным исследованиям и постро-

енным уравнениям регрессии установлено, что наи-

большее влияние на биосинтез β-каротина клетками 
M. neoaurum оказывают такие факторы, как концен-
трация глицерина и Твин-80. 

2. С использованием метода математического 
планирования определены концентрации глицерина, 
глюкозы и Твин-80, составившие 15,0, 5,0 и 1,5 г/л 
соответственно. При культивировании M. neoaurum в 
колбах в подобранных условиях продуктивность штамма 
по β-каротину составила 258,23 мг/кг.

3. При культивировании M. neoaurum в биоре-
акторе объемом 3 л с использованием питательной 
среды разработанного состава и внесением на 30 ч 
культивирования подпитки в виде 100 мл раствора 
глюкозы (2,5 г/л) выход β-каротина составил 376,5 мг/кг,  
биомассы – 25,2 г/л. 
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