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Резюме: Цель настоящего исследования – разработать пробиотик для животных и аквакультуры 
на основе штаммов Bacillus toyonensis В-13249 и Bacillus pumilus В-13250. Осуществлен подбор пи-
тательной среды для культивирования посевного материала данных микроорганизмов, а также 
проведен ряд ферментаций бактерий рода Bacillus в биологических реакторах емкостью 15 и 
250 л. Отработана технология получения готового пробиотика для животных и аквакультуры. 
Установлено, что L-бульон является наиболее оптимальной питательной средой для культиви-
рования изученных штаммов. В ходе культивирования штаммов B. toyonensis В-13249 и B. pumilus 
В-13250 в ферментерах выявлено, что спорообразование начинается через 4–8 ч ферментации. 
На ферментативной среде, в отличие от вегетативной, бациллы развивают более высокие оптиче-
скую плотность (максимальное значение у штамма B. pumilus – 2,400±0,149), значение pH (максималь-
ное значение у штамма B. toyonensis – 8,483±0,609) и титр (не менее 10

10
 КОЕ/г). Через 20–24 ч инку-

бирования оба штамма бацилл в ферментаторе почти полностью переходят в эндоспоры, это слу-
жит сигналом для начала центрифугирования биомассы. Получено: с 15-литрового ферментера – 
83,3±6,1 г концентрата, с 250-литрового – 499,8±51,4 г. Численность бацилл в концентрирован-
ном состоянии для обоих штаммов составила не менее 1·10

11 
КОЕ/г. Для получения готового пре-

парата бактериальные концентраты смешивали с мальтодекстрином до титра не менее 
1·10

10 
КОЕ/г. Численность бактерий в препарате проверяли в течение года ежемесячно, значение 

менее 1·10
10 

КОЕ/г не было зафиксировано. Таким образом, для выращивания материнской культу-
ры штаммов B. toyonensis В-13249 и B. pumilus В-13250 наиболее благоприятна L-среда, а для 
культивирования в ферментерах – ферментативная питательная среда. Срок хранения биопре-
парата на основе бацилл – не менее 12 мес., в течение которых сохраняется не только титр 
бактерий (не менее 1·10

10 
КОЕ/г) и их жизнеспособность, но также поликомпонентность, цвет и 

консистенция препарата. 
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Abstract: This article aims to develop a probiotic for animals and aquaculture based on the Bacillus 
toyonensis B-13249 and Bacillus pumilus B-13250 strains. The selection of a nutrient medium was conduc-
ted for cultivating the inoculum of these microorganisms. Several bacteria fermentations of the Bacillus ge-
nus were performed in biological reactors with a capacity of 15 and 250 l. A technology for obtaining a fi-
nished probiotic for animals and aquaculture was developed. The results indicate that L-broth is the most 
optimal nutrient medium for cultivating the studied strains. The cultivation of B. toyonensis B-13249 and 
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B. pumilus B-13250 strains in fermenters revealed that sporulation begins after 4–8 hours of fermentation.  In 
contrast to the vegetative medium, the fermentative medium helped the bacilli develop a higher optical densi-
ty (the maximum value in the B. pumilus strain – 2.400±0.149), pH value (maximum value in the 
B. toyonensis strain – 8.483±0.609) and titer (at least 10

10
 CFU/g). After 20–24 hours of incubation, both 

strains of bacilli in the fermenter, almost completely pass into endospores, which serve as a signal for the 
start of biomass centrifugation. This was indicated by the following: from a 15 l fermenter – 83.3±6.1 g of 
concentrate, from a 250 l fermenter – 499.8±51.4 g. The number of bacilli in a concentrated state was at 
least 1·10

11
 CFU/g for both strains. Obtaining a finished preparation required mixing bacterial concentrates 

with maltodextrin to a titer of at least 1·10
10

 CFU/g. The number of bacteria in the preparation checked every 
month during the year, recorded no value less than 1·10

10
 CFU/g. Thus, L-broth is most favorable for grow-

ing the mother culture of the B. toyonensis B-13249 and B. pumilus B-13250 strains, and fermentative nutri-
ent medium – for the cultivation in fermenters. The expiry date of the bacilli-based biological preparation is at 
least 12 months, during which the drug’s polycomponence, color and consistency are preserved, in addition 
to the bacteria titer (at least 1·10

10
 CFU/g) and their viability. 
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ВВЕДЕНИЕ  
Микробные биопрепараты состоят из живых 

клеток или спор микроорганизмов, а также про-
дуктов их метаболизма, отобранных по полез-
ным и технологически ценным свойствам [1]. В 
последние годы увеличилось количество иссле-
дований, направленных на разработку биопре-
паратов, содержащих спорообразующие бакте-
рии рода Bacillus в качестве основы. Это обу-
словлено тем, что многие виды бацилл имеют 
особые свойства, которые дают возможность 
использовать их в качестве объектов для разра-
ботки бактериальных препаратов. К таким харак-
теристикам можно отнести: 

1) безопасность для человека и позвоночных 
животных (за исключением некоторых патоген-
ных представителей группы Bacillus cereus [2]); 

2) способность производить антимикробные 
вещества и различные токсины (бактерии рода 
Bacillus известны как активные антагонисты по 
отношению к различным патогенным микроорга-
низмам и вредителям сельского хозяйства [3–6]); 

3) способность к спорообразованию, благо-
даря которой увеличивается жизнеспособность и 
сохраняемость бацилл в окружающей среде [7] и 
непосредственно в препаратах, а также обеспе-
чивается высокая выживаемость клеток при раз-
личных технологических операциях (заморозка, 
сушка и пр.). 

Типовым видом р. Bacillus является B. sub-
tilis, который лучше всего изучен и поэтому чаще 
используется для производства биопрепаратов. 
Например, такие пробиотики, как Субтилис, Про-
ваген и Олин, содержащие штаммы вида B. sub-
tilis, способствуют увеличению рентабельности 
выращивания поросят на 12,8, 17,1 и 18,2% со-
ответственно [8]. В ходе экспериментов, прове-
денных иранскими учеными, было установлено, 

что у креветок, при выращивании которых при-
менялись пробиотические препараты на основе 
бацилл, наблюдался повышенный уровень вы-
живаемости, а также более эффективное усвое-
ние пищи [9]. Корейские исследователи устано-
вили, что штаммы B. subtilis KA1 и B. subtilis KA3 
улучшают усвоение пищи креветками Palaemon 
paucidens, а также способствуют их выживаемо-
сти при такой вирусной инфекции, как синдром 
белого пятна [10]. Ученые из Китая в ходе своих 
экспериментов доказали, что пробиотические 
бактерии B. coagulans ATCC 7050 в концентра-
ции 1·10

9 
КОЕ/г эффективнее всего действуют на 

морфологию кишечника, иммунный ответ и 
устойчивость к Vibrio parahaemolyticus у креветок 
Litopenaeus vannamei, а также улучшают их рост 
[11]. Иранские ученые показали, что пробиотиче-
ский штамм B. subtilis оказывает положительный 
эффект на микрофлору кишечника, рост и разви-
тие немого, или японского, перепела [12].  

Сегодня ученые стремятся расширить пул 
видов р. Bacillus, которые могут быть использо-
ваны в различных отраслях народного хозяй-
ства, поэтому активно изучают их безопасность и 
антагонистическую активность. Вид B. pumilus 
является продуцентом антибиотика амикума-
цин А, который обладает противомикробным 
действием в отношении таких патогенов челове-
ка и животных, как Helicobacter pylori, Leuconos-
toc mesenteriodes, Staphylococcus aureus, Myco-
bacterium smegmatis, Escherichia coli, St. epider-
midis [13, 14]. Авторами работы [15] было уста-
новлено, что штамм B. pumilus AQAHBS01 в со-
ставе пробиотика способен повышать иммунный 
ответ и устойчивость к Streptococcus agalactiae у 
нильской тилапии. Другой группой ученых было 
доказано, что штамм B. pumilus H2 имеет боль-
шой потенциал для профилактики и лечения 
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вибриоза рыб в аквакультуре [16]. В работе [17] 
продемонстрировано, что пробиотик на основе 
штаммов B. amyloliquefaciens 54A и B. pumilus 
47B увеличивает скорость роста и устойчивость 
к инфекции, вызываемой Edwardsiella ictaluri, у 
полосатого сома. 

В состав пробиотика Toyocerin входит штамм 
B. toyonensis BCT-7112T. В 1994 г. данный препа-
рат был одобрен в Европе, и таким образом 
штамм BCT-7112T стал первым микроорганизмом, 
разрешенным в качестве кормовой добавки в Ев-
ропейском Союзе [18]. Было установлено, что дан-
ный биопрепарат улучшает здоровье и показатели 
роста поросят [19]. В другом эксперименте было 
доказано, что добавление к пище пробиотика 
Toyocerin® положительно влияет на продуктив-
ность кроликов [20]. Также было зафиксировано, 
что применение препарата Toyocerin® в рационе 
угрей приводит к снижению их смертности от 
Edwardsiella spp. [21]. 

На основании всех перечисленных фактов, а 
также ввиду необходимости постоянной ротации 
штаммов в составе биопрепаратов ради сохра-
нения их эффективности разработка многоком-
понентного пробиотика из штаммов B. pumilus и 
B. toyonensis актуальна для развития и экологи-
зации различных отраслей сельского хозяйства и 
аквакультуры. В предыдущих исследованиях 
нами было установлено, что штаммы B. toyonen-
sis В-13249 и B. pumilus В-13250 обладают анта-
гонистической активностью по отношению к E. coli, 
Candida albicans, St. aureus, St. epidermidis, Sal-
monella typhimurium, Shigella sonnei, Pseudo-
monas aeruginosa [22, 23]. Данные микроорга-
низмы являются возбудителями инфекционных 
заболеваний у птиц, крупного рогатого скота, 
домашних животных, креветок и рыб, поэтому 
разработка пробиотика на основе выбранных 
штаммов является перспективной. 

После селекции лучших штаммов с необхо-
димой биологической активностью перед иссле-
дователями встает задача масштабирования 
процесса получения биомассы микроорганизмов 
или их метаболитов. Для этого необходимо по-
добрать режимы культивирования отобранных 
бактерий в ферментерах, а также отработать 
технологию производства биопрепарата. 

Цель настоящего исследования заключалась 
в разработке пробиотика для животных и аква-
культуры на основе штаммов B. toyonensis  
В-13249 и B. pumilus В-13250. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объектов исследования использо-

вали два штамма ризосферных споровых бакте-
рий: B. toyonensis В-13249 и B. pumilus В-13250. 
Оба штамма запатентованы и задепонированы 
во Всероссийской коллекции промышленных 
микроорганизмов (ВКПМ). 

Питательные среды и реактивы, использо-

ванные в работе, их состав.  
L-среда, г/л: дрожжевой экстракт – 5,0; пеп-

тон – 15,0; NaCl – 5,0; агар – 15,0; дистиллиро-
ванная вода – 1,0 л. Стерилизация в автоклаве. 
Для приготовления жидкого L-бульона использо-
ван этот же состав, только без добавления агара. 

Среда Эндо: 37 г сухой среды вносили в 
1000±50 мл

 
холодной воды, смесь тщательно 

кипятили в течение 3–5 мин и фильтровали че-
рез ватно-марлевый фильтр (при наличии осад-
ка) по ГОСТ 28085-2013. Данную среду исполь-
зовали для проверки наличия в пробах бактерий 
группы кишечной палочки. 

Вегетативная питательная среда, г/л: дрож-
жевой экстракт – 5; пептон – 3; NaH2PO4 – 1; 
K2HPO4 – 4; MgSO4 – 0,25; MnSO4 – 0,03; NaCl – 1; 
CaCl2 – 1; FeSO4 – 0,01; глюкоза – 15; дистилли-
рованная вода – до 1 л. (pH = 6,8–7,0). Раствор 
глюкозы готовили отдельно: 150 г кристалличе-
ской глюкозы растворяли в горячей дистиллиро-
ванной воде, доводили объем до 0,3 л и стери-
лизовали в автоклаве при давлении 0,08 MPa в 
течение 40 мин. 

Ферментативная питательная среда, г/л: ме-
ласса – 25; кукурузный экстракт – 12,5; дрожже-
вой экстракт – 1; триптон – 0,5; MgSO4 – 0,25; 
MnSO4 – 0,03; CoCl2 – 1; солевой сток – 10 мкл; 
дистиллированная вода – 1 л. Для приготовле-
ния солевого стока в небольшом количестве ди-
стиллированной воды растворяли 1 г FeSO4 и 1 г 
CuSO4, затем доводили объем до 100 мл.  

Защитная среда, г/л: желатин – 25, сахароза 
– 100. 

Посевной материал составлял около 10% 
объема питательной среды в ферментере. Для 
приготовления посевного материала штаммы 
глубинно засевали петлей в колбы на 500 мл с 
объемом питательной среды 150 мл. Культиви-
ровали в шейкер-инкубаторе Innova 44 (New 
Brunswik, США) при температуре 37 ºС в течение 
24 ч со скоростью 250 об./мин (эксцентриситет – 
5 см). Подсчет численности бацилл, а также про-
верку чистоты процесса ферментации и готового 
препарата осуществляли путем поверхностного 
посева на среды и дальнейшего инкубирования в 
термостате Binder BD 115 (Германия) при 37 ºС в 
течение 24 ч [24]. 

Глубинное культивирование каждого штамма 
проводили в биореакторах объемом 15 и 250 л 
(ООО «Сторге», г. Санкт-Петербург). Для получе-
ния большего количества бактериальных концен-
тратов B. pumilus и B. toyonensis ферментацию 
осуществляли в биореакторе объемом 250 л с 
ферментативной питательной средой, предвари-
тельно вырастив микробные культуры бацилл до 
стадии активного деления на вегетативной пита-
тельной среде в биореакторе на 15 л. Перед за-
грузкой питательной среды биореактор, и в осо-
бенности индивидуальный воздушный фильтр, 
предварительно стерилизовали острым паром в 
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течение 1 ч при 121–125 ºС и давлении 0,13–0,15 МPа.  
Для биореактора объемом 15 л готовили 10 л 

вегетативной среды, доля посевного материала 
составляла не менее 10% от этого объема. Для 
биореактора объемом 250 л готовили 180 л 
ферментативной среды. Культуру, выращенную 
в 15-литровом биореакторе, использовали  
как посевной материал для ферментации в  
250-литровом биореакторе. Для поддержания 
необходимого pH использовали 10%-й раствор 
NaOH и 10%-й раствор HCl. В качестве пенога-
сителя использовали лапрол. Ферментативную  
и вегетативную среды стерилизовали непосред-
ственно в биореакторе при температуре  
121–125 ºС в течение 1 ч при давлении  
0,13–0,15 МРа.  

После засева ферментера температуру куль-
туральной жидкости поддерживали на уровне 
37±1 ºС. В начале процесса в ферментер непре-
рывно подавали стерильный воздух в количе-
стве 0,5 л/мин на 1 л среды и поддерживали 
давление 0,02–0,03 MPa, перемешивали со ско-
ростью 250 об./мин. Каждые 2 ч производили 
стерильный отбор проб для проведения наблю-
дений за развитием бактериальной культуры, 
морфологическим состоянием и отсутствием по-
сторонней микрофлоры, а также измерения оп-
тической плотности культуральной жидкости (при 
490 нм). 

Целевым продуктом ферментации является 
биомасса бактерий, поэтому ее концентрировали 
путем центрифугирования. Процесс вели на про-
точной центрифуге GTGQ-1251 Tubular Cen-
trifuge (Китай) при 15000 об./мин в случае фер-
ментации в 250 л биореакторе и на центрифуге 
SIGMA 4-16S/KS (Япония) в течение 20 мин при 
4100 об./мин после культивирования бацилл в 
ферментере объемом 15 л. 

Еще одним этапом в производстве биопре-
парата является его высушивание в заморожен-
ном состоянии в условиях вакуума или лиофили-
зации

1
. После концентрирования биомассу сме-

шивали с предварительно простерилизованной 
защитной средой, замораживали и отправляли в 
камеру лиофильной сушки SP Scientific 25L Gen-
esis SQ Super ES-55 (США) (250 л) или Epsilon  
1-4 LSCplus (Германия) (15 л). Время сушки со-
ставляло около 40 ч, после чего биомассу извле-
кали, измельчали и проверяли на содержание 
влаги с помощью анализатора влажности 
MOC63u Shimadzu (Япония). Как правило, после 
40 ч сушки содержание влаги в готовом концен-
трате было минимальным – менее 5%. 

Конечным этапом производства биопрепара-

та являлся процесс смешивания с наполнителем 
для получения желаемого титра. В качестве 
наполнителя был выбран мальтодекстрин. В те-
чение года хранения также проверяли числен-
ность бактерий в готовом препарате. Для полу-
чения готового препарата использовали смеси-
тель периодического действия типа «пьяная боч-
ка», в котором сухой концентрат смешивали с 
мальтодекстрином в течение 60 мин в соотно-
шении, необходимом для получения титра ба-
цилл в готовом препарате не менее 1·10

10 
КОЕ/г. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При выращивании посевного материала в 

колбах при 37 ºС на вегетативной среде и  
L-бульоне оба штамма вырастают за 18–24 ч, и 
визуально это заметно в виде образования мути 
по всей колбе. Результаты по подбору питатель-
ной среды для культивирования посевного мате-
риала представлены на VII региональной моло-
дежной конференции «Мой выбор – наука»

2
. 

Согласно полученным ранее данным, числен-
ность живых клеток при культивировании посевно-
го материала на изучаемых средах отличалась: 
штамм B. toyonensis имел численность, КОЕ/мл: на 
вегетативной среде – 4,6(±2,0)·10

8 
 (М±m), на  

L-бульоне – 5,9(±1,6)·10
9 
 (М±m); штамм B. Pumilus: 

на вегетативной среде – 4,7(±2,5)·10
8 
 (М±m), на  

L-бульоне – 2,4(±0,8)·10
9 
 (М±m). Исходя из полу-

ченных данных L-среду можно считать наиболее 
оптимальной для культивирования посевного ма-
териала. 

Установлено, что в начале ферментации 
идет увеличение количества клеток микроорга-
низмов, изменяется их размер, активно потреб-
ляются питательные вещества из среды, что ве-
дет к снижению показателя рН и количества рас-
творенного кислорода. Для поддержания уровня 
рН в среде в диапазоне 6,8–7,0 в нее автомати-
чески перистальтическим насосом Etatron до-
бавляли 10%-й раствор NaOH. Подачу воздуха 
регулировали механически по показателям ро-
таметра. Через 6–8 ч титрование заканчивалось, 
начиналось выделение в среду ферментов и 
других продуктов жизнедеятельности микроорга-
низмов. Поскольку в этот период возможно пе-
нообразование, регулировка количества (высо-
ты) образовавшейся пены производилась меха-
нически периодическим включением перисталь-
тического насоса, отвечающего за подачу пено-
гасителя.  

После того как микроорганизмами были ис-
пользованы все питательные элементы среды, 
наблюдалось повышение уровня рН вплоть до 

   

1
Фирсов Н.Н. Микробиология: словарь терминов. М.: Дрофа, 2006. 256 с. 

2
Гребенщикова А.В. Подбор условий культивирования для бактерий рода Bacillus // Труды молодых 

ученых Алтайского государственного университета: материалы VII региональной молодежной кон-
ференции «Мой выбор – наука», XLVII научной конференции студентов, магистрантов, аспирантов и 
учащихся лицейных классов. Вып. 17. Барнаул: Изд-во Алтайского университета, 2020. С. 3–5. 
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8,5–9,0. При рН = 8,2–8,5 начинается активное 
спорообразование, во время которого бациллы 
активно дышат, поэтому в это время применяли 
интенсивную аэрацию. После окончания споро-
образования уровень растворенного кислорода 
достигал 50–100%, что говорит об отсутствии 
дыхания и окончании процесса ферментации. 

На протяжении всего процесса ферментации 
производились замеры оптической плотности 
среды. По окончании выравнивания pH оптиче-
ская плотность среды практически не изменя-
лась. При наступлении фазы активного спорооб-
разования оптическая плотность уменьшалась 
незначительно (22–24 ч роста) и после принима-
ла постоянное значение. Это свидетельствует о 
том, что культура полностью перешла в споры.  

В табл. 1 представлены средние результаты 
по показателям ферментации штаммов B. pu-
milus и B. toyonensis на ферментативной пита-
тельной среде. Штамм B. toyonensis в процессе 
роста сильнее смещает pH среды от первона-
чального значения, чем штамм B. pumilus.  
К 20–24 ч культивирования у обоих штаммов ба-
цилл заканчивается процесс спорообразования, 
вегетативных клеток фактически не остается. 

По окончании процесса ферментации концен-
трированные на центрифуге, а затем высушенные 
в лиофильной сушке бактериальные концентраты 
использовали для дальнейших исследований. 
Масса концентратов как штамма B. pumilus, так и 
штамма B. toyonensis, получаемая с 15-литрового 
ферментера, в среднем составляла 83,3±6,1 г, с 
250-литрового – 1499,8±51,4 г. 

Как видно из данных, приведенных в табл. 2, 

на ферментативной питательной среде бактерии 
р. Bacillus развивают численность на 1 порядок 
выше, поэтому сушка после культивирования 
осуществлялась именно на этой питательной 
среде, в результате чего численность бактерий 
возросла еще на 1 порядок. 

Полученные концентраты смешивали с маль-
тодекстрином до итогового титра препарата не 
менее 1·10

10 
КОЕ/г. Соотношение B. toyonensis и 

B. pumilus всегда составляло 1:3. Поскольку 
штамм B. pumilus развивает более высокую чис-
ленность, его преобладание в препарате эконо-
мически оправдано. 

Ввиду того что готовый бактериальный препа-
рат является поликомпонентным, в нем можно 
наблюдать два морфологически различных вида 
бацилл (рисунок). Санитарно-показательные мик-
роорганизмы из группы кишечной палочки (БГКП) 
ни в концентратах, ни в готовом бактериальном 
препарате на момент их получения обнаружены не 
были. 

Для установления срока годности готового 
микробного препарата на протяжении времени 
хранения при 5 ºС проверяли изменение титра 
бацилл, а также наличие, либо отсутствие, по-
сторонней микрофлоры (табл. 3).  

В ходе хранения препарата в течение 12 ме-
сяцев титр менее 1·10

10 
КОЕ/г не зафиксирован. 

Посторонняя микрофлора не обнаружена (в том 
числе БГКП), поэтому можно сказать, что срок 
хранения биопрепарата на основе бацилл – не 
менее 12 месяцев. Однако для установления 
окончательного срока годности необходимо ве-
сти дальнейшее наблюдение.  

 
Таблица 1. Показатели ферментации штаммов бацилл 
 

Table 1. Indices of bacilli strains fermentation 
 

Время  
ферментации, ч 

Питательная 
среда 

рН (М±m) Оптическая плотность (М±m) 

Штамм 

B. pumilus B. toyonensis B. pumilus B. toyonensis 

0 
Вегетативная 6,755±0,063 6,657±0,149 0,269±0,073 0,233±0,023 

Ферментативная 6,632±0,362 6,875±0,106 0,639±0,165 0,531±0,159 

2 
Вегетативная 7,025±0,050 6,860±0,228 1,236±0,132 0,861±0,069 

Ферментативная 6,906±0,054 7,127±0,424 1,187±0,309 0,795±0,224 

4 
Вегетативная 7,250±0,509 7,018±0,520 1,838±0,519 1,904±0,247 

Ферментативная 7,214±0,371 8,063±0,146 1,706±0,513 1,464±0,313 

6 
Вегетативная 7,385±0,671 8,013±0,549 1,860±0,040 2,011±0,120 

Ферментативная 7,5694±0,354 8,465±0,148 1,931±0,419 1,672±0,192 

20–24 
Вегетативная 7,655±0,191 8,230±0,347 1,926±0,037 2,090±0,317 

Ферментативная 7,890±0,193 8,483±0,609 2,400±0,149 2,042±0,421 

 
Таблица 2. Численность бацилл после культивирования в ферментерах и сушки 
 

Table 2. The number of bacilli after cultivation in fermenters and drying 
 

Штамм 
Титр, КОЕ 

Вегетативная среда, 
КОЕ/мл 

Ферментативная среда, 
КОЕ/мл 

Лиофилизированный  
концентрат, КОЕ/г 

B. toyonensis 4,3(±0,9)·109 2,5(±0,8)·1010 3,6(±0,6)·1011 
B. pumilus 4,6(±0,9)·109 5,2(±1,6)·1010 5,8(±1,6)·1011 
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Внешний вид колоний бацилл в готовом препарате:  
1 – КОЕ B. toyonensis; 2 – КОЕ B. pumilus 
 

Colonies of bacilli in the finished preparation:  
1 – CFU of B. toyonensis; 2 – CFU of B. pumilus 

 
Таблица 3. Изменение численности бацилл в готовом 

биопрепарате в ходе хранения 
 

Table 3. Change in the number of bacilli in the finished 

biological product during storage 
 

Срок хранения Титр, КОЕ/г (М±m) 

1 день 1,3(±0,3)·1010 
1 месяц 1,9(±0,1)·1010 

2 месяца 2,6(±0,2)·1010 
3 месяца 3,5(±0,4)·1010 
4 месяца 2,9(±0,3)·1010 
5 месяцев 2,6(±0,3)·1010 
6 месяцев 2,3(±0,5)·1010 
7 месяцев 3,5(±0,9)·1010 
8 месяцев 1,0(±0,1)·1010 
9 месяцев 1,5(±0,2)·1010 
10 месяцев 1,9(±0,4)·1010 
11 месяцев 1,7(±0,1)·1010 
12 месяцев 1,4(±0,3)·1010 

 
 

Стоит отметить особо, что на протяжении 
времени хранения оба штамма бацилл сохраня-
ют свою жизнеспособность, т.е. препарат оста-
ется поликомпонентным. Об этом свидетель-
ствует рост двух различных по морфологии ти-
пов колоний бактерий р. Bacillus, характерных 
для штаммов B. toyonensis и B. pumilus. Также в 
течение 12 месяцев хранения цвет и консистен-
ция препарата остались неизменными. Посто-
ронние запахи выявлены не были. 

 
ВЫВОДЫ 
1. Для культивирования материнской закваски 

(посевного материала) на основе бацилл наиболее 
благоприятна L-жидкая питательная среда. Чис-
ленность живых клеток на ней составляет, КОЕ/мл: 
у штамма B. pumilus – 2,4(±0,8)·10

9
; у B. toyonensis 

– 5,9(±1,6)·10
9 
. 

2. Разработаны режимы культивирования 
B. pumilus и B. toyonensis в ферментационных 
установках, определены оптимальные условия 
культивирования для роста и спорообразова-
ния бацилл: температура выращивания – 
37 ºC; pH = 6,8–7,0; время роста – 22–24 ч; 
уровень растворенного кислорода – 50%.  

3. Для наращивания биомассы бацилл в био-
реакторе наиболее благоприятна ферментатив-
ная среда. При культивировании на ней бактерии 
Bacillus развивают численность на 1 порядок 
выше (не менее 2,5(±0,8)·10

10 
КОЕ/мл), чем на 

вегетативной (не менее 4,3(±0,9)·10
9 
КОЕ/мл). 

4. Отработана технология получения готово-
го биопрепарата на основе лиофилизированных 
концентратов штаммов B. pumilus и B. toyonensis 
с титром не менее 1·0

10 
КОЕ/г и мальтодекстри-

ном в качестве наполнителя. 
5. Установлен предварительный срок годности 

готового бактериального препарата – не менее 12 
месяцев при температуре хранения 4–5 ºC. 
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