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Перспективными продуцентами противомикробных субстанций являются пробиотические штаммы Bacillus subtilis 1719 
и B. subtilis 3H, проявляющие высокую антагонистическую активность к условно-патогенным микроорганизмам. 
Известно, что оптимальный состав питательной среды определяет биосинтетическую активность культивируемых 
штаммов и способствует максимальному накоплению вторичных метаболитов. В данной работе проведена сравни-
тельная оценка влияния основных источников питания (белкового и углеводного) на ростовые и функциональные 
свойства пробиотических штаммов B. subtilis 1719 и B. subtilis 3H. В результате проведенных экспериментов составле-
на рецептура оптимальной питательной среды, обеспечивающая наибольший выход биомассы и максимальную про-
тивомикробную активность вторичных метаболитов исследуемых культур.
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Probiotic strains Bacillus subtilis 1719 and B. subtilis 3H, which exhibit high antagonistic activity against opportunistic 
microorganisms, are promising producers of antimicrobial substances. It is known that the optimal composition of the nutrient 
medium determines the biosynthetic activity of cultivated strains and promotes the maximum accumulation of secondary 
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А
нтибиотикорезистентность возбудителей инфекцион-

ных болезней представляет собой актуальную пробле-

му современной медицины. По данным Всемирной органи-

зации здравоохранения, она является одной из десяти стоя-

щих перед человечеством глобальных угроз здоровью насе-

ления. Одним из основных направлений решения проблемы 

является изучение и разработка альтернативных подходов к 

лечению и профилактике инфекционных заболеваний [1]. В 

этом аспекте вызывают интерес микроорганизмы рода 

Bacillus. 

Род Bacillus представляют грамположительные, палочко-

видные, спорообразующие, аэробные или факультативно-

анаэробные бактерии. Большинство бацилл (кроме 

B. anthracis и B. cereus) не опасны для человека. Наиболее 
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изученным и широко распространенным в окружающей 

среде является вид B. subtilis. 

Многие виды рода Bacillus демонстрируют широкий 

спектр физиологических способностей, которые позволяют 

им жить в различных экологических нишах. В научной лите-

ратуре описано большое количество биологически активных 

метаболитов, синтезируемых в процессе жизнедеятельно-

сти этих бактерий. К ним относятся ферменты различных 

классов, антибиотикоподобные вещества, аминокислоты, 

полисахариды и прочие [2, 3]. Благодаря этим свойствам 

бактерии рода Bacillus активно применяются в медицине и 

ветеринарии в качестве пробиотиков, а также в промышлен-

ности в качестве штаммов-продуцентов. 

Бактериоцинные антибиотики (бацитрацин, грамицидин, 

колистин, полимиксин), разработанные на основе произво-

дных бациллярных штаммов, демонстрируют высокую проти-

вомикробную активность и безопасность. Важным их преиму-

ществом является активность в отношении возбудителей 

инфекций, устойчивых к классическим антибиотикам [4]. 

Однако спектр препаратов, необходимых для терапии раз-

личных инфекционных болезней и осложнений, оставляет 

желать большего, особенно с учетом необходимости персо-

нализированной терапии. 

Известны пробиотические штаммы B. subtilis 1719 и 

B. subtilis 3H, проявляющие высокую антагонистическую ак-

тивность в отношении условно-патогенных микроорганизмов 

[5, 6]. Изучение синтеза и состава вторичных метаболитов, 

получаемых в зависимости от условий культивирования этих 

культур, может послужить дальнейшему поиску и выделению 

новых биологически активных веществ, а также их использо-

ванию в качестве основ пробиотических препаратов нового 

поколения (постбиотики, метабиотики), предназначенных для 

лечения и профилактики различных заболеваний. 

Известно, что состав питательной среды определяет био-

синтетическую активность культивируемых штаммов, выбор 

метода очистки целевых продуктов и изучение их терапевти-

ческих свойств.

Цель работы: оптимизировать состав питательной среды 

культивирования штаммов B. subtilis 3H и B. subtilis 1719 для 

максимального накопления биомассы и вторичных метаболи-

тов, обладающих противомикробной активностью. 

Материалы и методы 

В работе использовали бациллярные штаммы B. subtilis 

3H и B. subtilis 1719, а также тест-штаммы Staphylococcus 

aureus FDA 209P, S. aureus 29213, Proteus mirabilis 24a, 

Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans 927 из коллек-

ции ФГБНУ НИИВС им. И.И.Мечникова.

Культивирование проводили на следующих питательных 

средах:

Среда №9 (г/л): FeSO4·7Н2O – 0,01 («Реахим», Россия); 

MgSO4·7H2O – 0,1 («Реахим», Россия); MnCl2 – 0,01 («Лабтех», 

Россия); CaCl2 («Лаверна», Россия) – 0,08; пептон – 5,0 

(HiMedia, Индия); глюкоза – 10,0 (PanReac Applichem, 

Испания/Германия); дрожжевой экстракт – 3,0 (HiMedia, 

Индия); рН 7,3.

Среда №5 (г/л): K2HPO4·3H2O – 0,3 («Лабтех», Россия); 

NH4H2PO4 – 2,0 («Мосреактив», Россия); Na3C6Н5O7·5,5H2O – 

2,0 («Лаверна», Россия); CuSO4·5H2O – 0,005 («Химмед», 

Россия); ZnSO4·7Н2O – 0,004 («Химмед», Россия); 

FeSO4·7Н2O – 0,0005 («Реахим», Россия); CaCl2 – 0,165 

(«Лаверна», Россия); MnSO4·5H2O – 0,05 («Реахим», Россия); 

MgSO4·7H2O – 0,3 («Реахим», Россия); пептон – 5,0 (HiMedia, 

Индия); рН 7,3.

LB-бульон (г/л): триптон – 10,0 (HiMedia, Индия); дрожже-

вой экстракт – 5,0 (HiMedia, Индия); NaCl – 10,0 (Sigma, США).

Среда Гаузе №2 (г/л): триптон – 2,5 (HiMedia, Индия); пеп-

тон – 5 (HiMedia, Индия); NaCl – 5 (Sigma, США); глюкоза – 10 

(PanReac Applichem, Испания/Германия); pH 7,2.

Ампулы с лиофилизированными штаммами B. subtilis 

вскрывали и подращивали на питательном бульоне в течение 

4–5 ч, далее высевали на агаризированную среду №9 и инку-

бировали в термостате в течение 18 ч при температуре 37°С. 

Затем смывали полученную биомассу и готовили посевную 

дозу для обеих культур с концентрацией 1 × 109 кл/мл. 

Штаммы B. subtilis выращивали методом глубинного перио-

дического культивирования в колбах Эрленмейера в шейке-

ре-инкубаторе BioSan es-20 при температуре 37°С и переме-

шивании 220 об./мин в течение 24 ч.

Концентрацию микробных клеток в 1 мл определяли, ис-

пользуя отраслевой стандартный образец мутности (ОСО) 

на 10 Ед.

Культуральные фильтраты, содержащие вторичные мета-

болиты, получали центрифугированием выращенной био-

массы бацилл со скоростью 8000 об./мин в течение 30 мин с 

последующей микрофильтрацией супернатантов. 

Для изучения противомикробной активности к аликвотам 

фильтратов B. subtilis добавляли суспензии клеток тест-

штаммов с концентраций 1 × 108 кл/мл. В качестве контроля 

использовали физиологический раствор. Тест-штаммы ин-

кубировали при температуре 32°С в течение 2 ч в условиях 

перемешивания. Далее клетки отделяли центрифугировани-

ем, супернатанты удаляли, а к осадкам добавляли раствор 

бромкрезолового пурпурного в фосфатном буфере рН 4,6. 

Смесь суспендировали и инкубировали при температуре 

32°С в течение 45 мин в условиях перемешивания. Затем 

суспензии центрифугировали и по 50 мкл полученных супер-

натантов добавляли в заранее подготовленные пробирки, 

содержащие по 2,5 мл фосфатного буфера рН 4,6. 

Полученные растворы перемешивали и измеряли оптиче-

скую плотность на спектрофотометре при длине волны 

440 нм в кюветах 1 см. Из трех измерений для каждой пробы 

вычисляли среднее значение оптической плотности, затем 

производили расчет по формуле:

А = (ОПконтр. - ОПопыт.) × 100/ОПконтр.,

где А – противомикробная активность, выраженная в про-

центах; ОПконтр. – оптическая плотность смеси из контрольной 

пробирки; ОПопыт. – оптическая плотность смеси из опытной 

пробирки [7].

Статистический анализ проводили с помощью программы 

Microsoft Excel. Достоверность различий между сравнивае-

мыми величинами определяли по критерию Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение

В качестве источников азота были оценены различные 

варианты гидролизатов: триптон, пептон и панкреатический 
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гидролизат казеина (ПГК). Для этого на основе картофель-

но-глюкозного бульона готовили 1%-й раствор каждого ком-

понента и изучали их влияние на ростовую и функциональ-

ную активности штаммов B. subtilis (табл. 1, 2).

Как видно из табл. 1, различия в приросте биомассы у 

штаммов B. subtilis при культивировании с триптоном или 

пептоном были незначительны (р > 0,05). ПГК оказывал сла-

бое действие на прирост биомассы обоих штаммов. Однако 

противомикробная активность не соответствовала количе-

ству выросших клеток. Из табл. 2 следует, что при выращи-

вании штамма B. subtilis 1719 на среде с триптоном полу-

ченные метаболиты проявляли более высокую противоми-

кробную активность в отношении тест-штаммов S. aureus 

FDA 209P, S. aureus 29213 и C. albicans 927 в сравнении с 

метаболитами, полученными при культивировании B. subtilis 

1719 на среде с пептоном. При этом противомикробного 

действия на тест-штаммы P. mirabilis 24a и E. coli ATCC 

25922 не выявлено. При культивировании B. subtilis 1719 на 

среде с ПГК противомикробная активность отсутствовала по 

отношению ко всем тест-штаммам. Метаболиты штамма 

B. subtilis 3H, полученные при выращивании на среде с трип-

тоном, проявляли более высокую противомикробную актив-

ность в отношении тест-штаммов S. aureus 29213, P. mirabilis 

24a и C. albicans 927 в сравнении с метаболитами, получен-

ными при культивировании B. subtilis 3H на среде с пепто-

ном. Различия активности в отношении тест-штамма 

S. aureus FDA 209P были незначительны (р > 0,05). 

Противомикробное действие на тест-штамм E. coli ATCC 

25922 отсутствовало. При выращивании штамма B. subtilis 

3H с ПГК полученные метаболиты оказывали более низкую 

противомикробную активность в отношении тест-штаммов 

S. aureus FDA 209P и S. aureus 29213 в сравнении с метабо-

литами, полученными при культивировании B. subtilis 3H на 

среде с триптоном. Активность в отношении тест-штаммов 

P. mirabilis 24a, E. coli ATCC 25922 и C. albicans 927 при этом 

отсутствовала. Исходя из полученных данных, триптон был 

выбран в качестве перспективного компонента питательной 

среды.

Далее исследовали влияние различных углеводов на ро-

стовую и функциональную активности штаммов B. subtilis 

(табл. 3, 4).

Из полученных данных следует, что добавление углево-

дов приводило к увеличению ростовой и функциональной 

активностей исследуемых штаммов. Глюкоза оказывала 

наибольшее стимулирующее действие на прирост биомас-

сы штамма B. subtilis 1719 в сравнении с другими углево-

дами. При выращивании штамма B. subtilis 3H лучшие ре-

зультаты наблюдались на средах, содержащих глюкозу или 

мальтозу. Различия в приросте биомассы между ними 

были незначительны (р > 0,05). Другие углеводы оказыва-

ли меньшее стимулирующее действие. При выращивании 

штамма B. subtilis 1719 с добавлением глюкозы противо-

микробная активность метаболитов проявлялась по отно-

шению ко всем тест-штаммам и была выше в сравнении с 

метаболитами, полученными при культивировании с 

остальными углеводами. У метаболитов B. subtilis 3H про-

тивомикробное действие проявлялось по отношению ко 

всем тест-штаммам при выращивании на средах с добав-

лением глюкозы или мальтозы. Различия в противоми-

кробной активности между ними оказались незначитель-

ными (р > 0,05). Установлено также, что увеличение кон-

центрации глюкозы в питательной среде более 1% нега-

тивно сказывалось на ростовой и функциональной актив-

ности исследуемых штаммов. На основе полученных ре-

зультатов глюкоза была включена в состав оптимизиро-

ванной питательной среды.

После оптимизации питательной среды по основным ис-

точникам питания (белкового и углеводного) подбор других 

компонентов и их концентраций осуществляли на основании 

анализа питательных сред, рекомендованных для культиви-

рования бактерий рода Bacillus. Для обеспечения нормаль-

ного энергетического обмена в клетках, а также биосинтети-

ческих процессов в питательную среду добавляли фосфор-

нокислый калий (KH2PO4). В качестве источников витаминов 

(особенно группы B) служил дрожжевой экстракт. В каче-

стве источников необходимых микроэлементов, используе-

мых для обеспечения роста и развития штаммов B. subtilis, 

были добавлены следующие неорганические вещества: 

FeSO4, MgSO4, MnSO4, NaCl, CaCl2. Исходя из полученных 

данных, была составлена рецептура оптимальной питатель-

ной среды (табл. 5).

Далее на подобранной питательной среде изучали росто-

вую и функциональную активности штаммов B. subtilis в 

сравнении с питательными средами, которые используются 

для выращивания споровых пробиотиков (табл. 6, 7).

Таблица 1. Влияние гидролизатов на прирост биомассы в ста-

ционарной фазе культивирования штаммов B. subtilis

Гидролизаты Биомасса в стационарной фазе роста × 109 кл./мл

B. subtilis 1719 B. subtilis 3H

Триптон 8 ± 3 9 ± 3

Пептон 8 ± 2 9 ± 3

ПГК 6 ± 2* 5 ± 2*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с триптоном.

Таблица 2. Влияние промышленных гидролизатов на противомикробную активность метаболитов B. subtilis

Тест-штаммы Противомикробная активность, %

B. subtilis 1719 B. subtilis 3H

триптон пептон ПГК триптон пептон ПГК

S. aureus FDA 209P 22,2 ± 2,3 13,7 ± 1,9* 0* 19,5 ± 2,1 17,5 ± 2,3 5,7 ± 1,4*

S. aureus 29213 18,7 ± 1,8 6,6 ± 1,6* 0* 18,2 ± 2,2 14,7 ± 1,9* 5,4 ± 1,5*

P. mirabilis 24a 0 0 0 9,8 ± 1,4 5,3 ± 1,7* 0*

E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 0

C. albicans 927 8,5 ± 1,2 0* 0* 11,1 ± 1,3 0* 0*

*р ≤ 0,01 –достоверность различий по сравнению с триптоном.
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Из данных табл. 6, 7 следует, что оптимизированная пита-

тельная среда обеспечивала наибольший выход биомассы и 

синтез вторичных метаболитов, обладающих противоми-

кробной активностью, у исследуемых штаммов B. subtilis в 

сравнении с другими питательными средами, применяемы-

ми в производстве споровых пробиотиков. На рисунке для 

примера представлено противомикробное действие метабо-

литов B. subtilis 3H, полученных при культивировании на оп-

тимальной питательной среде, на штамм C. albicans 927 в 

сравнении с контролем.

Заключение

Таким образом, в результате проведенных экспериментов 

составлена рецептура оптимальной питательной среды для 

культивирования пробиотических штаммов B. subtilis 1719 и 

B. subtilis 3H, обеспечивающая наибольший выход биомассы 

и противомикробную активность вторичных метаболитов.
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Таблица 3. Влияние углеводов на прирост биомассы в стацио-

нарной фазе культивирования штаммов B. subtilis

Углеводы Биомасса в стационарной фазе роста × 109 кл./мл

B. subtilis 1719 B. subtilis 3H

Глюкоза 18 ± 3 16 ± 2

Лактоза 8 ± 2* 6 ± 2*

Мальтоза 9 ± 2* 14 ± 3

Крахмал 12 ± 3* 10 ± 3*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с глюкозой.

Таблица 4. Влияние углеводов на противомикробную актив-

ность метаболитов штаммов B. subtilis

Тест-штаммы Противомикробная активность B. subtilis 1719, %

глюкоза лактоза мальтоза крахмал

S. aureus FDA 
209P

38,2 ± 2,4 22,1 ± 2,1* 23,2 ± 2,2* 21,1 ± 2,3*

S. aureus 29213 34,3 ± 2,7 18,7 ± 1,8* 17,1 ± 2,1* 16,4 ± 2,4*

P. mirabilis 24a 11,9 ± 1,9 0* 0* 6,7 ± 1,8*

E. coli ATCC 
25922

13,9 ± 2,8 0* 0* 0*

C. albicans 927 28,3 ± 2,5 17,4 ± 1,7* 16,5 ± 2,4* 16,6 ± 2,8*

Противомикробная активность B. subtilis 3H, %

S. aureus FDA 
209P

33,7 ± 2,7 19,8 ± 2,2* 28,6 ± 3,1 25,1 ± 1,7*

S. aureus 29213 30,1 ± 2,2 21,1 ± 1,8* 29,8 ± 2,8 24,7 ± 2,2*

P. mirabilis 24a 17,9 ± 2,9 10,4 ± 2,3* 15,2 ± 2,4 9,1 ± 2,1*

E. coli ATCC 
25922

11,7 ± 2,8 0* 10,1 ± 2,8 0*

C. albicans 927 32,1 ± 3,1 0* 28,3 ± 2,1 0*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с глюкозой.

Таблица 5. Состав оптимальной питательной среды

Компонент питательной среды Масса, г/л

Глюкоза безводная 10

Триптон 10

Дрожжевой экстракт 3

Калий фосфорнокислый 2-замещенный 3-водный 0,5

Железо сернокислое 7-водное 0,01

Магний сернокислый 7-водный 0,1

Марганец сернокислый 5-водный 0,03

Натрий хлористый 1

Кальций хлористый 0,2

pH = 7–7,2

Таблица 6. Прирост биомассы в стационарной фазе культиви-

рования штаммов B. subtilis на разных средах

Среды Биомасса в стационарной фазе роста × 109 кл/мл

B. subtilis 1719 B. subtilis 3H

Оптимальная 26 ± 4 22 ± 3

N9 18 ± 3* 15 ± 3*

N5 8 ± 3* 7 ± 3*

LB 6 ± 2* 7 ± 2*

Гаузе №2 16 ± 4* 14 ± 3*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с оптимальной питательной 
средой.

Рисунок. Действие метаболитов культуры B. subtilis 3H, выращенной на оптимальной питательной среде, на клетки C. albicans 927: 

слева – опытный вариант (фильтрат), справа – контроль (физраствор); желтые клетки – мертвые, белые клетки – живые.
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Таблица 7. Противомикробная активность метаболитов штаммов B. subtilis на разных средах

Тест-штаммы Противомикробная активность B. subtilis 1719 (%), выращенных на средах:

Оптимальная N9 N5 LB Гаузе №2

S. aureus FDA 209P 47,5 ± 3,2 33,9 ± 1,9* 23,7 ± 2,2* 14,4 ± 2,3* 28,9 ± 2,6*

S. aureus 29213 48,6 ± 2,8 29,7 ± 2,2* 25,3 ± 1,7* 12,4 ± 1,6* 27,6 ± 2,9*

P. mirabilis 24a 29,9 ± 2,7 10,8 ± 2,3* 0* 0* 7,5 ± 1,6*

E. coli ATCC 25922 26,6 ± 3,1 0* 0* 0* 6,5 ± 2,1

C. albicans 927 38,9 ± 2,2 18,1 ± 1,9* 9,8 ± 1,8* 0* 19,1 ± 2,3*

Тест-штаммы Противомикробная активность B. subtilis 3H, %

оптимальная N9 N5 LB Гаузе №2

S. aureus FDA 209P 53,3 ± 3,1 35,5 ± 1,3* 20,2 ± 2,9* 16,4 ± 2,4* 30,2 ± 3,2*

S. aureus 29213 50,5 ± 2,8 32,4 ± 3,1* 21,2 ± 2,4* 14,7 ± 2,7* 25,9 ± 2,6*

P. mirabilis 24a 36,3 ± 2,6 24,6 ± 2,6* 9,1 ± 1,8* 0* 19,3 ± 2,1*

E. coli ATCC 25922 39,8 ± 3,2 19,9 ± 2,4* 0* 0* 25,6 ± 2,2*

C. albicans 927 54,1 ± 1,9 38,1 ± 2,2* 11,8 ± 2,2* 0* 21,3 ± 2,5*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с оптимальной питательной средой.


