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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности. Одной 

из основных тенденций современной сельскохозяйственной технологии является 

применение биологически активных веществ, синтезируемых микроорганизмами, 

способствующих росту, развитию растений и животных и улучшению их 

физиологического состояния. Биопрепараты на основе микроорганизмов имеют 

широкие спектры действия, что позволяет применять их в качестве регулятора 

роста растений, биофунгицида, иммуномодулятора и/или землеудобрительного 

препарата. Микроорганизмы могут использоваться для получения 

противомикробных препаратов медицинского и ветеринарного назначения.  

Мировой рост объема производства микробиологических удобрений 

обусловлен частичной заменой в агротехнологии минеральных удобрений, из 

которых азот, фосфор и калий эффективно не усваиваются растениями, что 

приводит к засолению почвы. Российский рынок биопрепаратов и удобрений 

интенсивно растет на 30 % в год. По данным Союза органического земледелия за 

последние годы были зарегистрированы 26 микробиологических удобрений [1], в 

том числе Байкал ЭМ-1, Экстагран, Ризобакт, Эктрасол, Эффект био и др., 

которые изготовлены на основе Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Rhizobium sp., 

Azotobacte sp., Trichoderma sp. и др. Однако, увеличение потребления 

органической продукции, такой как молоко, мясо, овощи и другие пищевые 

продукты, вызывает необходимость расширения ассортимента биопрепаратов с 

удовлетворяющими потребительскими свойствами для организации 

органического сельского хозяйства. В связи с этим необходим поиск новых видов 

и штаммов микроорганизмов с хозяйственными ценными признаками, такими как 

мощная ферментативная система, фунгицидная активность и стимулирующие 

рост растений фосфат-мобилизирующая и азотфиксирующая способности и 

последующее их внедрение в технологию защиты агроценозов от 

неблагоприятных факторов среды. Это является перспективным направлением, 

связанным с экологизацией растениеводства и животноводства.  

Анализ опубликованных работ показывает, что к перспективным 

микроорганизмам для сельского хозяйства можно отнести ризосферные 
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микроорганизмы рода Paenibacillus. Микроорганизмы этого рода способны 

гидролизовать высокомолекулярные углеводы и синтезировать 

экзополисахариды, продуцировать целый ряд внеклеточных ферментов, включая 

амилазы, целлюлазы, гемицеллюлазы, липазы, пектиназы, оксигеназы, 

дегидрогеназы, лигнин-модифицирующие ферменты и мутаназы, которые 

широко применяются в производстве моющих средств, продуктов питания, 

кормов, текстиля, бумаги, биотоплива, а также в здравоохранении. 

Вышеуказанные свойства некоторых штаммов бактерий рода Paenibacillus были 

изучены отечественными и зарубежными учеными, такими как Виноградов Е. Я., 

Няникова Г. Г., Naing K. W., Kumar S., Weselowski B., Wang L. Y. и др. Авторы 

подчеркивали, что со временем микроорганизмы рода Paenibacillus будут играть 

более важную роль в научно-техническом прогрессе для повышения устойчивого 

развития сельского хозяйства и различных отраслей промышленности.  

Помимо поиска новых продуцентов актуальным является снижение 

себестоимости биопрепаратов, которое можно достичь использованием в 

технологии в качестве субстратов вторичных ресурсов переработки 

растительного сырья, в частности, отходов сельскохозяйственного производства.  

Следует отметить, что в настоящее время биопрепараты производятся в 

основном в жидком виде. Сроки хранения этих биопрепаратов ограничены и 

равномерное внесение в почву затруднительно. Вторичные ресурсы переработки 

растительного сырья могут использоваться не только как субстрат (сырье), но и 

как носители микроорганизмов, увеличивая гарантийные сроки хранения 

биопрепаратов. Таким образом, использование вторичных ресурсов 

сельскохозяйственного производства позволит решить экономические и 

экологические проблемы. 

Учитывая перспективность применения в биотехнологии ризобактерий 

рода Paenibacillus как продуцентов биопрепаратов сельскохозяйственного 

назначения, поиск эффективных штаммов рассматриваемых бактерий и изучение 

их способности ассимилировать углеводы и другие вещества вторичных ресурсов 

переработки растительного сырья весьма актуален. 
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Цель и задачи работы. Целью работы является разработка 

технологических основ получения биопрепаратов сельскохозяйственного 

назначения с применением бактерий P. mucilaginosus и P. salinicaeni. 

Для достижения поставленной цели необходимо решить следующие задачи: 

1. Определение биотехнологических характеристик штаммов бактерий 

Р.mucilaginosus 560, 563, 567, 568, 572, 574, 17-2 и штамма Р. salinicaeni 17-6 по 

калий-фосфат-мобилизирующей и азотфиксирующей способностям, синтезу 

ферментов, экзополисахаридов и накоплению индолилуксусной кислоты; 

2. Оценка эффективности утилизации субстратов, полученных из 

вторичных ресурсов переработки растительного сырья, в частности, 

ферментолизата клетчатки рисовой шелухи, экстрактов ксилана из многолетних 

растений и мелассы, штаммами бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni;  

3. Определение влияния условий культивирования бактерий 

Р.mucilaginosus и Р.salinicaeni на синтез ферментов, биомассы и 

экзополисахаридов; 

4. Получение биопрепаратов и разработка принципиальных 

технологических схем изготовления биоудобрений и кормовых добавок на основе 

наиболее активных штаммов из рассмотренных бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni, продуцирующих биомассу, экзополисахариды и ферменты. 

Методология и методы исследования. Культивирование бактерий 

Р.mucilaginosus и Р. salinicaeni проводили принятыми в биотехнологии и 

микробиологии методами. В работе использованы физико-химические методы 

анализа, в том числе фотоэлектроколориметрия, спектрофотометрия, 

газожидкостная хроматография, рентгенофлуоресцентный метод. 

Статистическую обработку экспериментальных данных проводили с 

использованием программы «Microsoft Excel», «Prism» и «Statistica 6.0». 

Научная новизна работы.  

1. Показан двухфазный рост (диауксия) штаммов бактерий P. mucilaginosus 

560, 563, 567, 572, 574 при культивировании на питательной среде, содержащей 

гетерогенные по составу субстраты: сахарозу, глюкозу и фруктозу.  
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2. Обоснована целесообразность культивирования рассматриваемых 

штаммов почвенных бактерий P. mucilaginosus и P. salinicaeni на питательных 

средах, приготовленных на основе вторичных ресурсов переработки 

растительного сырья: ферментолизата рисовой шелухи и мелассы. Показано, что 

рассматриваемые штаммы почвенных бактерий P.mucilaginosus и P. salinicaeni 

обладают полиферментативной активностью, в частности, β-

фруктофуразидазной, нитрогеназной, фитазной, целлюлазной, целлобиазной и 

ксиланазной активностями.  

3. По результатам проведенного скрининга свойств и подбора условий 

культивирования на питательной среде, содержащей ферментолизат клетчатки 

рисовой шелухи, отобран штамм P.mucilaginosus 560 – продуцент ксиланаз, 

целлюлаз и целлобиаз, рекомендуемый для получения биопрепаратов. 

Установлено, что активность ксиланаз, полученных культивированием штамма 

P.mucilaginosus 560 на питательной среде с ферментолизатом клетчатки 

однолетних растений (рисовая шелуха), больше, чем активность ксиланаз, 

полученных на питательной среде с экстрактами, содержащими преимущественно 

ксиланы многолетних растений (береза, бук). 

4. По результатам проведенного скрининга свойств и подбора условий 

культивирования на питательных средах с сахарозой и мелассой показано, что 

штамм P. mucilaginosus 574 обладает наибольшей способностью азотфиксации, 

максимальным накоплением индолилуксусной кислоты, максимальным выходом 

биомассы и экзополисахаридов и рекомендуется для получения биопрепаратов. 

Установлено, что данный штамм эффективно культивируется на питательной среде 

с мелассой без дополнительного источника солей и азота. В результате подбора 

условий культивирования на питательной среде, содержащей мелассу, штамм 

P.mucilaginosus 574 способен ассимилировать 96 % углеводов мелассы, 

синтезировать до 9,6 г/л экзополисахаридов при содержании в культуральной 

жидкости 6‧108 КОЕ/мл. Показана выживаемость продуцента в полученном 

продукте после сушки и при хранении в течение 3 месяцев не менее 107 КОЕ/г. 
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Практическая значимость работы.  

1. Полученные результаты исследований позволяют рекомендовать и 

расширить возможность применения вторичных ресурсов переработки 

растительного сырья, в частности, мелассы и ферментолизатов клетчатки рисовой 

шелухи в качестве субстратов для культивирования почвенных бактерий 

P.mucilaginosus и P. salinicaeni. Обоснованы параметры технологии комплексной 

переработки клетчатки рисовой шелухи для получения ферментолизата с 

минимальными потерями простых сахаров.  

2. Определены технологические параметры культивирования для синтеза 

ксиланаз штаммом P. mucilaginosus 560 на основе ферментализата клетчатки 

рисовой шелухи с максимальной активностью 20 ед/мл. 

3. Обоснованы условия для культивирования штамма P. mucilaginosus 574 

на питательной среде, содержащей мелассу, для получения высокого выхода 

биомассы и экзополисахаридов.  

4. Предложен технологический процесс получения биоудобрения на основе 

отходов сахарного производства, в том числе, мелассы и дефеката с минимальной 

потерей количества жизнеспособных клеток штамма P. mucilaginosus 574 в 

полученном сухом препарате. Проведены эксперименты по испытанию 

биоудобрения в деляночных опытах. Полученные результаты подтверждены 

актом ООО «Микробокс». На основе этого штамма и бентонита разработана 

кормовая добавка, обладающая защитным эффектом от микотоксинов. 

5. Предложен технологический процесс получения кормовой добавки и 

биоудобрения на основе ферментолизата клетчатки рисовой шелухи с 

использованием бактерий P. mucilaginosus 560 в качестве продуцента. При этом 

для получения кормовой добавки в качестве носителя использовали шрот 

клетчатки рисовой шелухи. Согласно акту испытания кормовая добавка обладает 

адсорбционными свойствами по отношению к микотоксинам. 

6. Рекoмендoванo применение комбинированной кормовой добавки на 

oснoве штаммoв бактерий Р. mucilaginosus 560 и 574 для повышения 

детoксикации кoрмoв oт микoтoксинoв и увеличения усвoяемoсти кoрмoв 

живoтными. 
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Положения, выносимые на защиту:  

1. Результаты определения биотехнологических характеристик бактерий 

Р.mucilaginosus 560, 563, 567, 568, 572, 574, 17-2 и штамма Р. salinicaeni 17-6 по 

калий-фосфат-мобилизирующей и азотфиксирующей способностям, синтезу 

ферментов, экзополисахаридов и накоплению индолилуксусной кислоты;  

2. Результаты, отражающие эффективность культивирования бактерий 

Р.mucilaginosus на питательных средах, приготовленных на основе вторичных 

ресурсов переработки растительного сырья: мелассы, ферментолизата клетчатки 

рисовой шелухи и экстрактов ксилана из древесины бука и березы;  

3. Результаты, отражающие влияние условий культивирования наиболее 

эффективных штаммов бактерий Р. mucilaginosus 560 и 574 на синтез ферментов, 

биомассы и экзополисахаридов; 

4. Результаты испытания биопрепаратов и разработанные принципиальные 

технологические схемы изготовления биоудобрений и кормовых добавок на 

основе штаммов бактерий P. mucilaginosus 560 и 574. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности. Работа 

соответствует паспорту научной специальности ВАК 03.01.06 – Биотехнология (в 

том числе бионанотехнологии) – по п. 2 (в части: исследование и разработка 

требований к сырью (включая вопросы его предварительной обработки), 

биостимуляторам и другим элементам. Оптимизация процессов биосинтеза), по п. 

3 (в части: изучение и разработка технологических режимов выращивания 

микроорганизмов-продуцентов, культур тканей и клеток растений и животных 

для получения биомассы, ее компонентов, продуктов метаболизма, 

направленного биосинтеза биологически активных соединений и других 

продуктов, изучение их состава и методов анализа, технико-экономических 

критериев оценки, создание эффективных композиций биопрепаратов и 

разработка способов их применения. 

Апробация результатов. Результаты работы докладывались и 

обсуждались на международном форуме «Биотехнология: состояние и 

перспективы развития». (Москва, 2018), XI Всероссийской научно-практической 

конференции «Биомедицинская инженерия и биотехнология» (Курск, 2018), 
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научной конференции с международным участием «Неделя науки СПбПУ» (Сант-

Петербург, 2018), XVI Всероссийской конференции молодых ученых, аспирантов 

и студентов с международынм участием, посвященная 150 – летнию 

Периодической таблицы химических элементов (Казань, 2019), международной 

научно-технической конференции, посвященной памяти профессора В. И. 

Комарова, «Проблемы механики целлюлозно-бумажных материалов» 

(Архангельск, 2019), XIV международной научно-практической конференции 

(Самара, 2019), международной научно-практической конференции по вопросам 

подготовки кадров для научного обеспечения АПК, включая ветеринарию 

(Белгород, 2020). 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 16 работ, в том 

числе 7 публикаций в изданиях, рекомендованных ВАК РФ, 1 из них в журнале, 

входящем в реферативную базу Scopus, 3 из них в журнале, входящем в 

реферативную базу Web of Sciences, 9 - в других изданиях и материалах 

конференций. 

Личный вклад автора заключается в получении экспериментальных 

результатов, изложенных в диссертации, участии в постановке задач, обработке и 

анализе полученных данных, обсуждении, написании и оформлении публикаций. 

Работа выполнена на кафедре пищевой биотехнологии ФГБОУ ВО «КНИТУ». 

Достоверность результатов исследований подтверждаются их 

воспроизводимостью и корреляцией экспериментальных данных, полученных с 

применением независимых взаимодополняющих методов, а также их 

согласованностью с известными литературными данными. 

Благодарности. Автор выражает глубокую благодарность научному 

руководителю д.т.н., проф. Канарскому А.В., заведующему кафедрой пищевой 

биотехнологии д.х.н., проф. Сысоевой М.А. и к.б.н., доц. Зариповой С.К. за 

неоценимую помощь и поддержку, ценные замечания и предложения. 

Структура и объём диссертации. Работа изложена на 170 стр., состоит из 

введения, 6 глав, заключения, списка использованной литературы (277 

наименований), содержит 19 таблиц и 33 рисунка. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Сведения о ризобактериях  

В ризосфере микроорганизмы играют важную роль в превращении 

органических веществ и биогеохимических циклах питательных веществ. 

Значительная часть бактерий в почве, в том числе, в корневой зоне растений 

взаимодействует с растениями-хозяевами и может оказывать положительное 

влияние на рост и питание растений и подавление болезней [2]. В настоящее время 

наблюдается тенденция увеличения мирового объема производства 

микробиологических удобрений на основе ризобактерий, способствующих росту 

растений (PGPR - Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). Благодаря применению 

ризобактерий в воспроизводстве сельскохозяйственных растений появляется 

возможность существенно увеличить урожайность зерновых, бобовых, 

декоративных растений, овощей, плантационных культур и т.п [3].  

Pизобактерии могут влиять на рост растений прямыми и косвенными 

механизмами [4]. Прямое воздействие ризобактерий связано с увеличением 

поглощения питательных веществ растениями, синтезом фитогормонов, 

сидерофоров и ферментов, а также снижением уровня этилена в растении. В 

ризосфере высока частота встречаемости бактерий, стимулирующих поглощение 

питательных веществ корнями растений. Представителями таких бактерий являются 

Azospirillum, Bacillus и Rhizobium [5]. Опосредованное (косвенное) благотворное 

воздействие этих бактерий вызывает подавление болезней и повышение 

устойчивости растений к стрессовым факторам [6]. Эти механизмы могут быть 

одновременно или последовательно влиять на разных этапах развития растений. 

1.1.1 Прямой механизм положительного влияния ризосферных 

бактерий на растения  

1.1.1.1 Фиксация молекулярного азота из атмосферы 

Азот (N) является наиболее важным питательным элементом для роста и 

развития растений. Атмосферный азот химически инертен, но может 
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фиксироваться некоторыми бактериями – азотфиксаторами в доступной форме 

для усвоения растениями. Способность фиксации атмосферного азота 

микроорганизмами определяется активностью нитрогеназы при их 

культивировании на питательной среде без добавления азота. Метод основан на 

восстановлении ацетилена (C2H2) в этилен (C2H4), который достаточно легко 

определить методом газовой хроматографии [7]. 

Азотфиксирующие бактерии фиксируют атмосферный азот с помощью 

фермента нитрогеназы (nif), состоящего из субъединиц – металлопротеинов. 

Первая субъединица – динитрогеназа содержит активный сайт для связывания 

азота воздуха и состоит из двух гетеродимеров, кодируемых nifD и nifK генами. 

Вторая субъединица – редуктаза динитрогеназы содержит в качестве кофактора 

металл [8]. 

В процессах образования узелков или клубеньков у растений (нодуляции) 

происходят:  

- взаимодействие Rhizobia с лектинами растений-хозяина и привязанностью 

к клеткам корней; 

- под воздействием Rhizobia корневые волоски скручиваются; 

- Rhizobia проникают в клетки корневых волосков, где образуют 

инфекционные нити, через которые оформляют бактериоидные состояния, и 

далее образуются узелки. 

Азотфиксиксирующие бактерии подразделяют на следующие группы: 

 симбиотические – бактерии, включая членов семейства ризобиевых, 

которые усваивают азот атмосферы только находясь в симбиозе с бобовыми 

растениями (например, Rhizobia spp.) [9] и актиноризными растениями (например, 

бактерия рода Frankia); 

 несимбиотические (свободноживущие) – бактерии, свободно 

живущие в почве и усваивающие азот воздуха, такие как цианобактерии 

(Anabaena, Nostoc), Azospirillum, Azotobacter, Gluconoacetobacter diazotrophicus и 

Azocarus и др. [10]. 
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Однако, несимбиотические азотфиксаторы фиксируют лишь небольшое 

количество азота из атмосферы, менее потребности растения-хозяина в 

ассоциации бактерий – растений [11]. Прямое положительное влияние на растения 

оказывают симбиотические азотфиксаторы, живущие в клубеньках корней 

бобовых растений (клубеньковые бактерии), относящиеся к семейству 

Rhizobiaceae. Корневые узелки образуются при симбиотической ассоциации 

бобовых растений с клубеньковыми бактериями, которые снабжают растения 

соединениями азота в условиях дефицита азота.  

В процессе фиксации азота требуется большое количество АТФ, поэтому 

вместо синтеза гликогена для резерва энергии выгоднее проводить окислительное 

фосфорилирование углеродов, которое приводит к синтезу АТФ. Делеция 

(удаление) гена синтеза гликогена проведена бактериями R. tropici [12]. 

Обработка бобов этим мутантным штаммом бактерий привела к значительному 

увеличению числа образующихся клубеньков, а также сухой массы растения по 

сравнению с результатом при обработке бобов со штаммом дикого рода. 

Кислород является ингибирующим фактором нитрогеназы и негативным 

регулятором экспрессии гена nif, однако, кислород необходим для дыхания 

бактерий Rhizobia spp. Эта задача может быть решена путем введения 

леггемоглобина, который осуществляет необходимую регуляцию распределения 

кислорода внутри клубеньков. Он связывается с молекулярным кислородом, так 

что нитрогеназа не ингибируется, но связанный кислород может быть доступным 

в дыхательных центрах в цитоплазме хозяина. Гем для этой молекулы, по-

видимому, синтезируется бактериями, а глобин – растением-хозяином. 

Трансформация штаммов кодированием генов бактериального гемоглобина 

способствует повышению синтеза гемоглобина бактериями Rhizobium spp [13]. 

Показано, что трансформированный (мутагенный) штамм Rhizobia etli с 

плазмидой, несущей ген гемоглобина грамотрицательных бактерий Vitreoscilla 

sp., в условиях низкого уровня растворенного кислорода в среде способствует 

улучшению частоты дыхания ризобиальных клеток в 2 – 3 раза больше по 

сравнению с частотой дыхания нетрансформированных штаммов бактерий.  
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В ряде экспериментов в тепличных условиях сравнивались результаты, 

когда бобовые культуры были инокулированы нетрансформированными и были 

инокулированы гемоглобинсодержащими штаммами R. etli. Инокуляция бобовых 

растений гемоглобинсодержащими штаммами R. etli увеличила нитрогеназную 

активность на 68 %. Это различие в активности нитрогеназы приводит к 

увеличению содержания азота в листьях на 25 – 30 % и повышению содержания 

азота в семенах на 16 % [13]. 

Таким образом, сегодня в мире вместо химических удобрений значительное 

внимание уделяют применению биоудобрения для повышения содержания 

связанного азота в почве, что способствует повышению урожайности растений 

[14]. В работе [15] показано, что биоудобрение на основе сочетания двух видов 

бактерий Anabaena и Azolla способствует фиксированию большого количества 

азота (до 50 кг/га почвы), снижает потери азота путем сокращения улетучивания 

аммиака из почвы и стимулирует рост риса.  

1.1.1.2 Повышение биодоступности фосфора для растений 

Кроме азота, фосфор также является одним из важнейших макроэлементов 

для роста растений. Однако биодоступность фосфора ограничена и при его 

недостатке происходит ингибирование развития растения [16]. В почве фосфор 

присутствует в нерастворимой минеральной форме (апатит, гидроксиапатит и 

оксиапатит) и органической форме (инозитолфосфат (фитат почвы), 

фосфомоноэфиры, фосфодиэфиры и фосфотриэфиры) [17].  

Солюбилизация и минерализация фосфора фосфат-солюбилизирующими 

бактериями считаются одним из наиболее важных признаков, связанных с 

фосфатным питанием растений в биогеохимическом цикле фосфора в почве [18], 

а также в стимулировании роста растений ризобактериями [19]. Как правило, 

солюбилизация неорганического фосфора происходит под действием 

низкомолекулярных органических кислот. Важную роль играет в организме 

фитаза, которая синтезируется различными почвенными бактериями [20]. 

Показан синтез фермента фитазы бактериями родов Bacillus, Enterobacter, 
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Klebsiella и Pseudomonas [20]. Механизм солюбилизации неорганического 

фосфора выделяемыми органическими кислотами, такими как уксусная, 

лимонная, щавелевая, обнаружен у бактерий родов Bacillus, Burkholderia, Erwinia, 

Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium и Serratia [21]. При этом гидроксильные и 

карбоксильные группы этих органических кислот взаимодействуют с фосфатами 

в почве, что приводит к образованию катионов и подкислению почвы, вследствие 

чего выделяется растворимый фосфат, доступный для растений [22]. Следует 

отметить, что минерализация органических фосфоров происходит под 

воздействием различных фосфатаз, включая фосфомоноэстеразы, 

фосфодиэстеразы и фосфотриэстеразы, катализирующих гидролиз сложных 

эфиров фосфорной кислоты [19]. Отмечено, что фосфатсолюбилизация и 

минерализация могут осуществляться одним и тем же штаммом бактерий [23]. 

Помимо обеспечения фосфора для растений фосфатсолюбилизирующие бактерии 

также стимулируют эффективность азотфисации, повышают доступность других 

микроэлементов (например, железо, цинк) и синтезируют важные 

стимулирующие рост растений вещества [24]. В ризосфере способность 

фосфатсолюбилизации играет специфичную роль для конкретного растения-

хозяина или типа почвы. Отмечено высокое количество растворимого фосфора, 

высвобождающегося в известковых почвах [25]. Физиологические свойства 

ризобактерий определяют эффективность высвобождения растворимого фосфора, 

а количество высвобождающегося фосфора зависит от количества биомассы этих 

бактерий в почве. Поэтому для решения этой проблемы проводят инокуляцию 

растений фосфатсолюбилизирующими бактериями и тем самым увеличивают 

количество этих бактерий в почве. Для сохранения выживаемости 

фосфатсолюбилизирующих бактерий в почве в течение длительного времени 

можно инкапсулировать их клетки в нетоксичных полимерах, например, в 

альгинате, который позволяет увеличить срок годности бактерий, защитить их от 

воздействий окружающей среды и обеспечить их постепенное поступление в 

почву [26]. Наилучшая эффективность в стимулировании роста растений 

наблюдается при совместной инокуляции фосфатсолюбилизирующих бактерий с 
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бактериями, способными к фиксации азота [27, 29] или микоризными грибами 

[28]. Установлено, что при обработке древостоев мангров смесью 

азотфиксирующих бактерий Phyllobacterium sp. и фосфатсолюбилизирующих 

бактерий Bacillus licheniformis уровень азотфиксация и фосфатсолюбилизация 

повышается по сравнению с растениями, обработанными отдельными 

культурами. Показано взаимное влияние на метаболизм в условиях in vitro при 

совместной инокуляции двух родов рассматриваемых бактерий. При этом 

повышается способность азотфиксации бактерий Phyllobacterium sp. и 

усиливается высвобождение растворимого фосфора в почве бактериями 

B.licheniformis [29]. Таким образом, фосфатсолюбилизирующие бактерии играют 

важную роль в сельском хозяйстве.  

1.1.1.3 Синтез фитогормонов  

Фитогормоны – низкомолекулярные органические вещества, 

вырабатываемые растениями, и являющиеся регуляторами роста и развития 

растений. Наряду с биологической фиксацией азота, стимулирующей рост 

растений, таких как кукуруза, пшеница и сахарный тростник, Azospirillum 

синтезируют ряд фитогормонов, которые способствуют поглощению растениями 

из почвы фосфора, калия, азота, железа [30]. При низких концентрациях 

фитогормоны оказывают влияние на биохимические, физиологические и 

морфологические процессы в растениях и применяются в сельском хозяйстве для 

повышения урожайности растений. Фитогормоны активно синтезируются в 

клетках верхушек корней и стеблей растений. Известно, что на развитие растений 

могут существенно и всестороннее влиять фитогормоны: ауксины, цитокинины, 

гиббереллины, абсцизовая кислота и этилен.  

Ауксин является наиболее важным фитогормонам, прямо или косвенно 

стимулирующим развитие корневой системы растений [31]. К синтезу ауксина 

способны бактерии родов Azospirillum, Bacillus, Paenibacillus и Pseudomonas. 

Среди них наиболее распространенным гормоном в растениях является 

индолилуксусная кислота (ИУК) [32]. Согласно результатам, полученным в 
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работе [33], экзогенные ИУК контролируют большинство процессов развития и 

роста растений. ИУК в небольшой концентрации может стимулировать удлинение 

первичного корешка. Высокая концентрация ИУК также способствует 

увеличению образования корневых волосков и стимулированию образования 

боковых корней, но не способствует увеличению длины первичного корешка. 

Благодаря бактериальной ИУК площадь поверхности и длина корня растений 

увеличиваются, доступ питательных веществ в растение повышается.  

Гиббереллины участвуют в процессах прорастания семян, индукции 

цветения, развития цветов, плодов и листьев [34]. Наиболее ярким проявлением 

физиологического действия гиббереллинов является удлинение побега [35]. 

Гиббереллины интенсивно синтезируются бактериями рода Acetobacter, 

Azospirillum, Bacillus, Herbaspirillum и Rhizobium [36]. Установлено, что при 

обработке растения томата гиббереллином, продуцируемого штаммом LK11 

бактерий Sphingomonas sp., рост их значительно увеличивается [37].  

Цитокинины стимулируют деление клеток растения, повышают 

чувствительность сосудистого камбия, а также дифференцирование сосудов и 

пролиферацию корневых волосков, однако подавляют образование боковых 

корней и рост первичного корешка [38]. Доказано, что саженцы туи восточной при 

инкокуляции цитокинином, продуцируемым штаммами Bacillus subtilis, были 

более устойчивы к стрессу [39]. 

Этилен, также являющийся важным растительным гормоном, регулирует 

многие процессы в растениях, в частности, опадание листьев или созревание 

плодов [40]. Для защиты от действия стрессовых факторов, таких как холода, 

засуха, обводнение, инфекции патогенными микроорганизмами и действия 

тяжелых металлов, растения синтезирует 1-аминоциклопропан-1-карбоксилат 

(АЦК), который является предшественником этилена [11]. В стрессовых условиях 

в растениях синтезируется высокая концентрация этилена [41]. Высокая 

концентрация этилена вызывает дефолиацию клеточных процессов, 

сопровождающиеся опадением листьев, угнетение роста корня, стебля и 

преждевременное старение растения, что приводят к снижению урожайности 
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растений [42]. Исследования [43] показали, что ризобактерии способны 

продуцировать фермент АЦК-деаминазу и фитогормоны ИУК, и этим 

стимулируют рост растений. Известно, что фермент АЦК-деаминаза в основном 

участвует в разложении этилена ризобактериями [43]. В исследовании [41] 

установлено, что бактерии родов Rhizobium и Pseudomonas, способные 

продуцировать АЦК-деаминазу, позволяют улучшить рост, физиологию и 

качество фасоли золотистой на засоленных почвах. 

1.1.2 Опосредованная стимуляция роста растений 

Косвенный механизм предполагает способность ризобактерий (PGPR) 

снижать вредное воздействие патогенов на рост растений. 

1.1.2.1 Биоконтроль 

Биоконтроль является экологически чистым подходом применения 

микроорганизмов для борьбы с болезнями растений. Биоконтроль роста растений 

основан на колонизации корней растений ризобактериями, конкуренции за 

питательные вещества, синтез антибиотиков и литических ферментов, индукцию 

системной резистентности против патогенов [44].  

Колонизация корневой системы и/или конкуренция за питательные 

вещества PGPR играют важную роль в ризосфере и определяют эффективность 

биоконтроля. Доказано [45], что бактерии B. megaterium способны 

колонизировать как корни, так и регулировать жизнедеятельность патогенного 

гриба Rhizoctonia solani. 

Более того, синтез антибиотиков и литических ферментов ризобактериями 

является основным механизмом подавления патогенов и опосредованно 

стимулирует рост растений [46]. Обнаружена способность синтеза 

противогрибковых метаболитов, в том числе, антибиотиков ряда феназинов, 

пирролнитринов, 2,4-диацетилфлороглюцинолов, пиолетеоринов, 

вискозинамидов и тензинов многими ризобактериями [10], а также возможность 

синтеза литических ферментов, таких как хитиназа, целлюлаза, β-1,3-глюканаза, 
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протеаза и липаза, которые вызывают лизис клеточной стенки фитопатогенных 

грибов [47]. В частности, хитиназа считается важным ферментом для подавления 

фитопатогенных грибов, например, Botrytis cinerea [48], Sclerotium rolfsii [49], 

Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum [50] и Phytophthora [51]. Фермент β-

глюканаза позволяет разрушить клеточные стенки грибов рода Rhizoctonia solani 

и рода Pythium ultimum [48, 49]. 

В растении существуют естественные защитные системы против 

фитопатогенов, которые повышают устойчивость растений к грибной, 

бактериальной и вирусной инфекции. [52]. Системная приобретенная 

устойчивость и системная индуцированная устойчивость являются двумя 

известными защитными механизмами в растении. При этом системная 

приобретенная устойчивость возникает, когда растения активируют свой 

защитный механизм в ответ на первичное заражение патогеном [53]. Системная 

приобретенная устойчивость сопровождается увеличением концентрации 

салициловой кислоты и накоплением белков, связанных с патогенезом белков 

(PR-белка), которые подавляют патогены и защищают растения [54]. Системная 

индуцированная устойчивость может быть вызвана непатогенными 

микроорганизмами в ризосфере и не основана на передаче сигналов путём синтеза 

салициловой кислоты или PR-белка, однако, механизм системной 

индуцированной устойчивости включает передачу сигналов фитогормона - 

жасмоната и этилена внутри растения [55]. Помимо жасмоната и этилена в 

качестве сигналов включаются и другие бактериальные молекулы, такие как О-

антиген, являющийся боковой полисахаридной цепью липополисахаридов 

наружной мембраны [56], летучие органические соединения, например, 

бутандиол и ацетоин, высвобождающиеся при анаэробной ферментации [57], 

циклические липопептиды - поверхностно-активные вещества [58].  

1.1.2.2 Стрессовая устойчивость  

При исследовании основных путей метаболизма ризобактериями 

установлено, что метаболические процессы связаны с синтезом фитогормонов в 
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ризосфере растений [59] и индукцией устойчивости к биотическим и 

абиотическим стрессам растений [4]. 

Накопление осмопротектора пролина в растениях позволяет поддерживать 

потенциал воды в условиях ее дефицита и интенсифицирует поглощение воды из 

почвы [60]. Отмечено [61] влияние ризобактерий на накопление пролина в 

сахарном тростнике. При инокуляции растения ризобактериями и в условиях 

водного стресса концентрация пролина в листьях в 2,2 раза больше по сравнению 

с такими растениями при условии отсутствия стресса. 

В растениях происходит синтез ряда антиоксидантных ферментов, таких как 

каталазы, пероксидазы и супероксиддисмутазы, участвующие в нейтрализации 

свободных радикалов [62]. Ризобактерии PGPR в ризосфере могут значительно 

способствовать синтезу антиоксидантных ферментов в растениях. При 

инокуляции бактериями Bacillus subtilis в растениях наблюдали увеличение 

концентрации антиоксидантных ферментов [63]. Так, инокуляция бактериями 

B.subtilis томата увеличивала активность пероксидазы [64]. Аналогично в 

кукурузе, инокулированной бактериями Piriformospora indica, активность 

каталазы и супероксиддисмутазы были увеличены, а влияние биотического 

стресса снижено [65]. Антиоксиданты являются нутрицевтическими 

молекулярными компонентами функциональных продуктов, поэтому наличие в 

пище антиоксидантных ферментов полезно для здоровья человека [66].  

Накопление экзополисахаридов (ЭПС) как вторичных метаболитов 

некоторыми бактериями оказывает значительное влияние на различные свойства 

почвы и урожайность растений. Продуцентами ЭПС являются ризобактерии вида 

Rhizobium, Pseudomonas, Xanthomonas, Paenibacillus и др. [67]. ЭПС обладают 

уникальными влагоудерживающими и цементирующими свойствами. Поэтому 

они играют жизненно важную роль в формировании и стабилизации почвенных 

агрегатов и регулировании питательных веществ и потока воды через корни 

растений [68], что обусловливает последующее увеличение роста растений. 

Аналогично, ЭПС защищают нитрогеназы против воздействия высокой 

концентрации кислорода и участвуют во взаимодействие бактерий с растениями 
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[69]. Бактериальные ЭПС способствуют снижению солевого стресса растений 

благодаря связыванию ионами Na+ в корне, при этом накопление в растительных 

клетках ионов Na+ уменьшается [70]. В растениях, посеянных с ЭПС, 

продуцированными бактериями, наблюдали большее накопление пролина, 

сахаров и свободных аминокислот в условиях дефицита воды [71]. Обрабатывание 

посевного материала ЭПС, продуцированными бактериями Azospirillum, 

показало, что растения более устойчивы к водному стрессу благодаря улучшению 

структуры почвы и агрегации почвы [72].  

Основываясь на механизме действия, PGPR можно применять в трех 

основных биопродуктах селскохозяйственного назначения: 

- биоудобрение, в котором содержатся живые микроорганизмы с 

биологической азотфиксацией и растворимостью фосфора; 

- фитостимулятор, в котором микроорганизмы способны продуцировать 

фитогормоны; 

- биопестициды, в которых микроорганизмы способны стимулировать рост 

растений в результате контроля фитопатогенных агентов [10]. 

1.2. Применение бактерий рода Paenibacillus в сельском хозяйстве  

Род Paenibacillus обособлен от рода Bacillus в 1993 году на основании 

идентификации последовательности гена 16S рРНК [73]. Название рода на латыни 

«рaene» означает «почти» и, следовательно, Paenibacillus можно перевести как 

«почти бациллы», что отражает сходство с родом Bacillus. Бактерии рода 

Paenibacillus являются палочковидными, аэробными или факультативно 

анаэробными, в неблагоприятных условиях образуют эндоспоры. Однако они 

отличаются от других представителей рода Bacillus морфологически. Это 

стержнеобразные бактериальные клетки с жгутиками, которые продуцируют 

эллипсоидальные споры с вздутыми спорангиями. Биохимические признаки: 

каталазоположительные; H2S не продуцируют, оксидазовариабельные, G-C состав 

на уровне 45 – 54 %, С антеизо-C15:0 в качестве основной клеточной жирной 

кислоты, мезодиаминопи-мелиновой кислоты в качестве диагностической 
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диаминокислоты. Анализ последовательностей 16S рРНК показал, что штаммы 

Paenibacillus имеют различие в обобщенной нуклеотидной последовательности 

области 16S рРНК по сравнению со штаммами Bacillus. Степень внутриродового 

сходства в последовательности гена 16S рРНК – 89,6 % [73]. 

Бактерии рода Paenibacillus были выделены из различных источников: 

организма человека, животных, растений и окружающей среды. Большинство этих 

бактерий находятся в почве и часто находятся на корнях растений. Более того, виды 

бактерий рода Paenibacillus идентичны бактериям Bacillus в их взаимодействии с 

растениями как ризобактерии, стимулирующие рост растений (PGPR). При этом 

способность к фиксации молекулярного азота, проявляющаяся некоторыми 

штаммами бактерий рода Paenibacillus, обеспечивает их превосходство перед 

бактериями рода Bacillus. Paenibacillus рекомендуется использовать как 

стимулирующие препараты в сельском хозяйстве в виде биоудобрения для 

растений, в животноводстве в виде кормовых добавок и т.п. [74, 75]. 

1.2.1 Применение бактерий рода Paenibacillus в растениеводстве 

В настоящее время применение бактериальных препаратов для повышения 

плодородия почвы является одним из приемов агротехнологии, альтернативой 

возрастающему использованию минеральных удобрений. Это особенно актуально 

в условиях необходимости экологической безопасности. 

Биодобавки ускоряют процесс высвобождения питательных веществ из 

органоминерального удобрения, а также процесс усвоения высвобожденных 

веществ растениями. Кроме того, биодобавки способствуют дополнительному 

накоплению питательных веществ в почве в легкоусвояемой растениями форме. 

Применяемые бактериальные удобрения изготовляют на основе различных 

штаммов микроорганизмов или их метаболитов, в частности, бактерий рода 

Paenibacillus. 

Бактерии рода Paenibacillus известны как ризобактерии, способствующие 

росту растений (PGPR), в том числе, кукурузы [76], огурца [77], тыквы [78], риса 

[79], проса [80] и других. Paenibacillus способны напрямую стимулировать рост 



25 

сельскохозяйственных растений за счет способности к азотфиксации, 

солюбилизации фосфата, синтезу фитогормона ауксина и выделению 

сидерофоров, которые облегчают ассимиляцию железа [81-83].  

Азот считается важным элементом для синтеза аминокислот, белков и 

гормонов, которые влияют на развитие площади листьев и эффективность 

фотосинтеза растений. Установлено, что более 20 видов Paenibacillus могут 

фиксировать азот, являющийся лимитирующим фактором роста растений, в том 

числе P. polymyxa, P. macerans, P. durus, P. peoriae, P. borealis, P. brasilensis, 

P.graminis, P. odorifer, P. wynnii, P. massiliensis и P. sabinae [84, 85].  

Помимо азота, фосфор также является наиболее важным питательным 

веществом, необходимым для роста растений. Растения могут поглощать только 

моно и двухосновный фосфат, которые являются растворимой формой фосфата. 

Растения обеспечиваются фосфором в доступной форме следующими 

бактериями: P. elgii [86], P. kribbensis [87], P. macerans [88], P. mucilaginosus [89], 

P. polymyxa [88], P. xylanilyticus [90]. 

Фитогормоны играют очень важную роль в развитии растений, стимулируя 

прорастание семян и клубней, образование корней и созревание плодов, входят в 

состав коммерческих биоудобрений для растений [91]. Обнаружен синтез ИУК, 

способствующий росту пшеницы бактериями P. polymyxa [92]. В пшенице 

наблюдалось выделение изопентениладенина и одного неизвестного 

цитокининподобного соединения в стационарной фазе роста, которые способствуют 

прорастанию семян, формированию почек, освобождению почек от апикального 

доминирования, стимуляции расширения листьев и репродуктивного развития и 

замедления старения [93-95]. Установлено влияние ризобактерий P.polymyxa на 

регуляцию активности ферментов и рост пшеницы и шпината. При этом в листьях 

пшеницы и шпината при инокуляции P. polymyxa находились следующие ферменты: 

глюкозо-6-фосфат дегидрогеназа, 6-фосфоглюконатдегидрогеназа, глутатион-

редуктаза и глутатион-S-трансфераза [96]. 

Кроме этого, эти бактерии обладают способностью к биосинтезу 

антибиотиков и литических ферментов, которые обеспечивают защиту растений 
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от насекомых, болезнетворных микроорганизмов, включая бактерии, грибы, 

нематоды и вирусы [97-99]. Было показано, что бактерии P. polymyxa 

обеспечивают биозащиту цветной капусты [100], гороха [101], женьшеня [102], 

огурца [103], нута [104], арахиса [105], сои [106], перца [97] и других. Другие 

бактерии вида Paenibacillus, тоже обладающие свойствами биоконтроля, 

включают P. alvei [107], P. brasilensis [108], P. dendritiformis [109], P. ehimensis 

[110], P. elgii [111], P. kobensis [112], P. lentimorbus [113], P. macerans [114], 

P.peoriae [115] и P. thiaminolyticus [116].  

Таким образом, большинство бактерий рода Paenibacillus стимулируют 

развитие растений, защищают их от патогенов, что обуславливает их 

использование в качестве биоудобрения, биопестицидов и/или фитостимуляторов. 

Показана эффективность применения биопрепаратов на основе штамма 

P.mucilaginosus 3016 на рост сои. При инокуляции сои бактериями P.mucilaginosus 

3016 отмечено, что симбиотическая нодуляция (образование корневых 

клубеньков), параметры роста, содержание питательных веществ в сое и 

урожайность сои значительно улучшались. При этом урожайность сои достигала 

3191,4 кг/га. Негативные воздействия на качество почвы также снижались. 

Доказано, что P. mucilaginosus 3016 являются перспективными штаммами для 

разработки технологии производства коммерческих биоудобрений [117]. 

При обработке зеленых бобовых семян биоудобрением на основе штамма 

P.mucilaginosus N3 после 15 дней роста было обнаружено увеличение общей 

высоты саженцев на 29,0 % и увеличение общей биомассы саженцев на 26,9 % по 

сравнению с необработанными саженцами в контроле [118].  

На основе P. polymyxa биоудобрения с постепенным высвобождением 

бактерий показано, что способность поглощения азота корнями чая повышалась 

[119, 120]. Известно, что штаммы P. polymyxa имеют способность к синтезу 

ауксина и биологически активных соединений, таких как ЭПС, которые могут 

ингибировать чайные патогены Cephaleuros parasiticaus Karst и Macrophoma sp., 

вследствие чего происходит повышение урожайности чая [121, 122]. Применение 

с высоким и медленным высвобождением биоудобрения P. polymyxa способствует 
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увеличению выхода чая на 34,7 – 49,3 % и 27,5 – 43,6 %, соответственно, по 

сравнению с необработанным контролем [123]. Эти данные существенно не 

отличается от результатов применения химических удобрений. Однако 

увеличение использования азотных удобрений в чайных садах привело к 

интенсивным выбросам закиси азота (N2O). По результатам испытания в 

искусственных условиях (горшках) показано, что применение P. polymyxa в 

дополнение к мочевине выделение N2O уменьшалось на 36,5 – 73,1%. 

Установлено, что биоудобрение P. polymyxa соответствует требованиям 

современного сельского хозяйства, направлено на увеличение выхода и качества 

продукции при одновременном снижении негативного воздействия на 

окружающую среду [124]. 

Значительный интерес представляют биоудорения на основе 

комбинированных микроорганизмов. Обнаружено, что комбинированная 

инокуляция бактериями, растворяющими фосфаты и калий, Bacillus megaterium 

var. phosphaticum и P. mucilaginosus, способствовала увеличению общего 

растворимого P и K как в почве, так и в перце (Capsicum annum L.), и в огурце 

(Cucumis sativus L.) [125]. Показано, что урожайность соломы и зерна значительно 

увеличилась после комбинированной инокуляции фосфатсолюбилизирующими 

бактериями (Bacillus circulans и Cladosporium herbarum) и грибами арбускулярной 

микоризы (Glomus flaviculatum) [126].  

Проведено исследование влияния комбинированной инокуляции грибами 

арбускулярной микоризы (Rhizophagus intraradices) и ризобактериями, 

способствующими росту растений (P. mucilaginosus), на рост проростков 

цитрусовых в условиях дефицита фосфора. В данном исследовании показано 

повышение способности поглощения азота и фосфора растениями. Кроме этого, 

длина гифы грибов арбускулярной микоризы и популяция P. mucilaginosus 

значительно увеличились. Результатами экспериментов в искусственных 

условиях (горшках), в которых исследовался рост, морфология корня и другие 

физиологические переменные в растении, показано, что при комбинированной 

инокуляции грибами R. intraradices и ризобактериями P. mucilaginosus длина 
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корня тройчатых оранжевых значительно увеличивалась. Однако, длина корня 

была заметно уменьшена при инокуляции микоризой. В условиях дефицита 

фосфора в проростках, инокулированных ассоциацией R. intraradices и 

P.mucilaginosus, обнаружены высокая концентрация хлорофилла в листьях и 

незначительная корневая активность по сравнению с теми, которые не были 

инокулированы вообще, или инокулированы только одним из рассматриваемых 

микроорганизмов. Отмечено повышение концентрации антиоксидантных 

ферментов, но содержание малонового диальдегида в тройчатых оранжевых 

снижалось при комбинированной инокуляции и заметно при индивидуальной 

инокуляции грибами R. intraradices. Таким образом, комбинированная 

инокуляция грибами арбускулярной микоризы и ризобактериями может быть 

реальным, практическим способом смягчения стресса от низкого уровня фосфора 

в устойчивом воспроизводстве цитрусовых культур [127]. 

1.2.2 Применение бактерий рода Paenibacillus в животноводстве 

Бактерии рода Paenibacillus благодаря своей мощной ферментативной 

системе и синтезу целлюлозолитических ферментов является хорошим 

консервантом кормов. В работе [128] предложено использовать биомассу штамма 

P. mucilaginosus (ранее B. mucilagiosus) ГЦ ВКМВ – 1452 Д в качестве закваски 

при силосовании растительного сырья в дозе 1 – 10 % от зеленой массы. 

Микробную суспензию приготавливают в физиологическом растворе 

концентрацией 0,5 – 2,0 %. При этом в силосе увеличивается содержание сырого 

и перевариваемого протеина на 20 – 28 %, содержание сырой клетчатки снижается 

на 11,7 – 23,3 %, содержание безазотистых экстрактивных веществ увеличивается 

в 1,5 – 2,0 раза по сравнению с контролем. 

Помимо ферментов биомассу и продукты метаболизма бактерий рода 

Paenibacillus можно использовать в качестве кормовых добавок в рацион 

сельскохозяйственных животных и птиц для пополнения в нем дефицита 

биологических активных веществ и белка [72].  
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Рекомендовано добавление в рацион телят биомассы P. mucilaginosus для 

улучшения роста телят и экономии кормов. В состав биомассы входят 65 – 75 % 

белка, к котором 17 аминокислот, в частности, лизин, лейцин, валин, триптофан, 

тирозин и др., и 18 минеральных элементов. Кроме этого, P. mucilaginosus 

являются продуцентом многих ценных веществ, таких как витамин В1, 

экзоферменты, которые обеспечивают улучшение усвоения кормов. Благодаря 

этому при введении P. mucilaginosus в корма в количестве 0,15 – 0,50 г на кг массы 

животного два раз в сутки после 3 месяцев получен среднесуточный привес 

животного на 916 г больше, а расход кормов на 6,37 к.е. меньше по сравнению с 

контролем. Полученными результатами установлено, что применение биомассы 

P. mucilaginosus в качестве кормовых добавок оказывает благоприятное влияние 

на организм животных, способствует повышению их естественной 

резистентности [129]. 

Предполагается использование микробной кормовой добавки на основе 

штамма P. ehimensis IB 739, являющегося антагонистом некоторых 

фитопатогенных грибов. Штамм продуцирует глюканазы [130], протеазы, 

хитинолитические ферменты [131] и ЭПС [132], которые улучшают усвоение 

кормов и позволяют проводить профилактику заболеваний желудочно-кишечного 

тракта животных и птицы. Внесение в рацион кормления животных кормовой 

добавки снижает расход кормов при одновременном дополнительном приросте 

живой массы на 15,4 – 16,8 % у гусей, на 13 – 16 % у молодняка бройлерных 

цыплят кросса «Кобб 500» и на 6 – 9 % у молодняка уток. На гусях отмечено 

повышение общего уровня обмена веществ, что способствовало улучшение 

реализации их генетического потенциала, значительному снижению содержания 

кишечной палочки, энтерококков, стафилококков при сохранении базового 

уровня бифидобактерий, лактобацилл и клостридий, что благотворно улучшало 

деятельность сердечно-сосудистой системы птицы. За 10 недель применения 

яйценоскость кур-несушок увеличилась на 6,0 – 9,8 % и средняя масса одного яйца 

существенно увеличилась по сравнению с контролем, благодарно чему получено 

больше яиц первой категории [133]. 
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Изучено влияние пальмового ядра, ферментированного (ФПЯ) 

целлюлолитическими бактериями P. polymyxa ATCC 842 на усвояемость 

питательных веществ, высоту кишечных ворсинок и кишечную микрофлору при 

кормлении 245 однодневных цыплят-бройлеров (Cobb500). Пальмовые ядра (ПЯ) 

являются агропромышленным отходом, полученным в процессе экстракции масла 

из плодов пальмы. Однако в пальмовом ядре высокое содержание сырой 

клетчатки [134, 135] и некрахмалистых полисахаридов, таких как маннан, ксилан 

и целлюлоза [135-137], которые оказывают неблагоприятное влияние на 

животных при кормлении. Твердофазная ферментация пальмового ядра 

целлюлолитическими ферментами не только улучшает питательную ценность 

этого сырья, но и экономически выгодна с точки зрения снижения затрат на 

кормление домашней птицы, увеличение интенсивности их роста [138]. 

Установлено, что при добавлении в рацион бройлеров до 15 % пальмового ядра, 

ферментированного бактериями P. polymyxa ATCC 842, не вызывает каких-либо 

неблагоприятных факторов на усвояемость питательных веществ. В кишечнике 

также не отмечено влияние на высоту ворсинок и глубину склепа, однако, 

количество молочнокислых бактерий увеличилось при добавлении 15 % ФПЯ в 

рационе бройлеров. Таким образом, при добавлении 15 % ФПЯ вместо 30 % 

жёлтой кукурузы в рацион кормления птиц позволяет снизить затраты на корма в 

птицеводстве [139]. 

В работе [140] показано положительное влияние бактерий Paenibacillus на 

рост молочнокислых бактерий за счет образования ксилоолигосахаридов при 

силосовании кукурузной соломы. При этом в процессе силосования кукурузной 

соломы штамм P. panacisoli SDMCC050309 интенсивно продуцирует как 

минимум 7 ферментов ксиланаз и другие ферменты, в том числе амилазу и 

целлюлазу, гидролизующие ксилан с образованием ксилоолигосахаридов, 

которые используются в качестве пребиотиков для стимулирования роста 

молочнокислых бактерий Lactobacillus и улучшения состояния кишечника. 

Оценены иммуномодулирующие эффекты β-глюкана, продуцируемого 

бактериями P. polymyxa, и антиоксидантное влияние аминокислот L-теанина на 

иммунную систему при добавлении в рацион поросят в периоды отъема. 



31 

Исследования проводились на 40 поросятях-отъёмышях путем введения в корма 

400 мг/кг β-глюкана, 80 мг/кг L-теанина или комбинация β-глюкана с L-теанином 

указанными расходами. Отмечено, что при добавлении в рацион только β-глюкана 

или его комбинация с L-теанином позволяет снизить воспалительные реакции 

грамотрицательной бактериальной инфекции за счет ингибирования 

противоспалительного цитокина и усиления синтеза противовоспалительных 

цитокинов. Помимо положительного влияния на иммунитет поросят-отъемышей, 

увеличивается среднесуточный прирост массы у всех вариантов по сравнению с 

контролем [141]. 

Для снижения инфекционных заболеваний, вызванных патогенными 

микроорганизмами рр. Campylobacter и Samonela у животных и птиц, 

рекомендовано применять препараты бактериоцины, являющиеся 

специфическими белками, вырабатываемыми некоторыми бактериями, и 

обладающие антибактериальным действием. Обнаружено совместное 

продуцирование полимиксина Е1 и лантибиотика штаммом P. polymyxa OSY-DF 

[142]. Показано, что внесение очищенного препарата бактериоцина, 

синтезируемового бактерией P. polymyxa, в корма цыплят приводит к резкому 

снижению патогенной кишечный микрофлоры, уменьшению или 

предотвращению заражения Campylobacter jejuni [143]. Биотериоцин на основе 

комбинированных бактерий Bacillus circulans и P. polymyxa при введении в рацион 

молодняка индеек значительно снижает инфицирование патогенными 

Campylobacter coli до низкого уровня [144]. Кормление бактериоцинами до убоя 

птицы обеспечит профилактику инфекций патогенными микроорганизмами 

Campylobacter.  

1.3. Вторичные ресурсы переработки растительного сырья: состав и 

методы обработки 

1.3.1 Химический состав вторичных ресурсов переработки 

растительного сырья 

В настоящее время все более актуальным становится использование 

вторичных ресурсов, образующихся при переработке сельскохозяйственных 
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растений. Вторичные ресурсы растительного происхождения относятся к 

побочным продуктам или отходам сельского хозяйства и лесоперерабатывающей 

промышленности. К этим растительным ресурсам относятся рисовая шелуха, 

кукурузная кочерыжка, подсолнечная лузга, гузапай (стебли хлопчатника), 

солома, оболочка какао-бобов, скорлупа кокосовых орехов, кожура фруктов, 

овощей, капустная и картофельная мезга, опилки, древесное волокно, листья, 

щепа, ветки, обрезки древесины и др. 

Лигноцеллюлозa является основным компонентом растений. 

Лигноцеллюлоза состоит из целлюлозы (30 – 60 %), гемицеллюлозы (20 – 40 %), 

лигнина (5 – 25 %), экстрактивных веществ и других неорганических соединений 

[145]. Целлюлозa (клетчаткa) - линейный полисахаридный полимер глюкозы, 

состоящий из целлобиозных единиц [146]. Цепочки целлюлозы упaкованы 

водородными связями и называются «элементарные микрофибриллы» [147]. Эти 

фибриллы прикреплены друг к другу гемицеллюлозами, aморфными полимерами 

различных сaхaров, а тaкже другими полимерaми, тaкими кaк пектин и покрыты 

лигнином. Микрофибриллы взaимодействуют между собой в пучкaх или 

мaкрофибриллах [146]. Эта специaльная и сложнaя структурa делает целлюлозу 

устойчивой к биологическим и химическим воздействиям. В растительных 

отходах целлюлоза присутствует совместно с лигнином, пектином, а в хлопке 

содержание целлюлозы достигает 97 – 99 %, лигнин отсутствует [148]. 

Доминирующими сaхарaми в гемицеллюлозах являются мaннозa в хвойных 

и ксилозa в лиственных и сельскохозяйственных остaткaх [149]. Кроме того, эти 

гетерополимеры содержaт гaлактозу, глюкозу, арaбинозу и небольшие количествa 

рaмнозы, глюкуроновой кислоты, метилглюкуроновой кислоты и гaлактуроновой 

кислоты. В отличие от целлюлозы, которaя является кристаллической и прочной, 

гемицеллюлозы имеют неопределенную aморфную и рaзветвленную структуру с 

небольшой устойчивостью к гидролизу и они легче гидролизуются кислотaми до 

мономерных компонентов [145, 150]. 

Лигнин состоит из фенилпропановых звеньев, связанных в трехмерные 

структуры. Лигнин является наиболее невосприимчивым компонентом клеточной 
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стенки растений. Чем выше содержание лигнина, тем выше устойчивость к 

химической и ферментативной деградации.  

При анализе углеродного состава однолетних и многолетних растений 

установлено, что содержание целлюлозы, гемицеллюлозы и лигнина в однолетних 

растениях, таких как рис, пшеница, кукуруза и др. выше по сравнению 

содержанием в многолетних растениях, таких как лиственные и хвойные породы 

[151, 152]. Кроме того, показано, что древесинa хвойных пород содержит больше 

лигнина, чем древесина лиственных пород и растительные отходы сельского 

хозяйства. Существенны химические связи между лигнином, гемицеллюлозой и 

целлюлозой [153]. Кристаллическая сложнaя структурa целлюлозы, защищенная 

лигнином и гемицеллюлозой, усложняет деполимеризацию этого природного 

полимерa.  

1.3.2 Предварительная обработка вторичных ресурсов переработки 

растительного сырья 

Вторичные ресурсы растительного происхождения с высоким содержанием 

углерода (лигнин, целлюлоза, гемицеллюлоза, крахмал и пектин) и азота в клетках 

ткани растений являются перспективным подходом для рентабельного 

производства различных ценных промышленных продуктов. 

Однако, основной проблемой использования отходов и/или побочных 

продуктов переработки растительного сырья является предварительная обработка 

лигноцеллюлозной биомассы. С помощью предварительной обработки матрица 

из целлюлозы и лигнина, связанная гемицеллюлозой, должна быть разрушена, что 

позволяет уменьшить кристалличность целлюлозы и увеличить содержание 

фракции аморфной целлюлозы, наиболее подходящей формы для 

ферментативного гидролиза. Теоретически выход гидролизата целлюлозы после 

предварительной обработки может достигать 90 % по сравнению с выходом 20 % 

при отсутствии предварительной обработки [153]. К предварительной обработке 

лигноцеллюлозы относят физические, физико-химические и биологические 
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методы, которые улучшают доступность лигноцеллюлозы для ферментативной 

обработки [154].  

К физическим методам обработки лигноцеллюлозы относятся механическое 

измельчение и пиролиз. За счет сокращения размер частиц механическое 

измельчение сырья позволяет повысить доступность целлюлозы и снизить 

степень кристаллизации лигноцеллюлозы. Однако это метод имеет ряд 

недостатков, в частности, значительные затраты энергии, неспособен удалять 

лигнин, который ограничивает доступ к ферментации [154].  

При применении пиролиза сырья с температурой больше 600 °С со 

последующим охлаждением и конденсацией можно получить 80 – 85 % 

редуцирующих сахаров (в том числе, не менее 50 % глюкозы). При пиролизе 

образуются летучие продукты и остатки полукокса [155]. 

Для разрыхления древесины тополя, осины, эвкалиптовых и хвойных пород, 

стебля кукурузы, пшеничной, рисовой, ячменной соломы и др. используют 

физико-химические методы, в том числе, паровой взрыв. Сырье обрабатывается 

насыщенным паром при избыточном давлении 0,69 – 4,85 МПа с температурой 

160 – 290 °C в течение нескольких секунд или минут, затем декомпрессия 

давления, в результате происходит деполимеризация целлюлозы, высвобождение 

гемицеллюлозы до 80 – 100%, выход ксилозы достигает до 45 – 65 %. Паровой 

взрыв обеспечивает обработку твердого сырья высокой нагрузкой, способствует 

уменьшению размеров при меньшем потреблении энергии по сравнению с 

измельчением. Для улучшения эффективности дальнейшего ферментативного 

гидролиза можно добавлять H2SO4, SO2 или CO2, однако вследствие этого 

образуются ингибиторы [154]. 

Для исправления этого недостатка можно рекомендовать использование 

взрыва углекислого газа для предобработки сырья, в том числе, жмыха, люцерны, 

переработанной бумаги. Применение 4 кг CO2/кг волокна при избыточном давлении 

5,62 МПа позволяет повысить эффективность дальнейшей конверсии целлюлозы 

больше 75 %. Паровой взрыв или взрыв CO2 достаточно дорогой метод [154]. 
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Одним из эффективных физико-химических методов предобработки 

лигноцеллюлозы, который повышает эффективность конверсии целлюлозы до 90 %, 

является разрушение целлюлозы аммиаком. При этом 1 кг сухого материала 

обрабатывают 1 кг аммиака при температуре 90 °C в течение 30 мин с последующим 

резким снижением избыточного давления 1,12 – 1,36 МПа. Этот метод применяется 

для материала с высоким содержанием лигнина (не более 50 %), обеспечивает 

солюбилизацию лигнина до 10 – 20 %, но требует восстановление аммиака до 60 % 

для гидролиза гемицеллюлозы [154].  

Предобработку лигноцеллюлозного сырья горячей водой проводят под 

давлением более 5 МПа при температуре 170 – 230 °C в течение 1 – 46 мин. Метод 

эффективен для обработки сырья, содержащего лигнина не более 20 %. 

Предобработка горячей водой позволяет высвободить до 80 – 100 % 

гемицеллюлозы, выход ксилозы достигает до 88 – 98 %, конверсия целлюлозы не 

менее 90 % при отсутствии образования ингибиторов. Отмечено, что метод не 

эффективен для извлечения лигнина [156, 157]. 

Предобработка разбавленной кислотой концентрацией 0,75 – 5,00 % H2SO4, 

HCl или HNO3 под высокой температурой от 120 до 200 °С и давлении 1 Мпа 

способствует высвобождению гемицеллюлозы до 80 – 100 %, извлечению 

ксилозы до 75 – 90 % и дальнейшему гидролизу целлюлозы [156, 157]. Недостатки 

метода: не эффективен для извлечения лигнина, требует нейтрализацию pH, при 

которой образуется гипс в виде осадка. 

Для усиления окисления лигнина применяется предобработка 

концентрированной кислотой 10 – 30 % H2SO4 при температуре 170 – 190 °C с 

добавлением раствора перуксусной кислоты 21 – 60 % в соотношении с твердым 

веществом 1,0:1,6, система силосного типа. По сравнению с разбавленным 

кислотным гидролизом продолжительность обработки этого метода больше и 

также требует нейтрализацию [154]. 

Кроме кислотного гидролиза, щелочная предобработка позволяет 

эффективно удалить 24 – 55 % лигнина из лиственного и хвойного растительного 

сырья, обеспечить высвобождение гемицеллюлозы более 50 % с выходом ксилозы 
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60 – 75 % при низким содержании ингибиторов и дальнейшая конверсия 

целлюлозы может достигать более 65 %. При этом затраты на реактивы ниже, чем 

при предварительной обработке кислотой [154, 157]. 

С экологической точки зрения в настоящее время внимание направлено на 

применение биологических методов с использованием микроорганизмов или 

ферментативных препаратов для обработки лигноцеллюлозных материалов, таких 

как кукурузная, пшеничная, рисовая солома, меласса и др. Твердофазная 

ферментация материалов лигнинолитическими грибами, молочнокислыми 

бактериями, целлюлолитическими бактериями улучшает пищевую ценность 

сырья [154, 158]. Кроме того, можно использовать фибролитические ферментные 

препараты, такие как целлюлаза, целлюло-ксиланаза, амилаза, ферменты грибов 

Trichoderma viride, и др. в жидком виде, которые быстро и полностью 

растворяются в воде, имеют устойчивую, оптимальную активность, 

термостойкость, длительное хранение, безопасны для окружающей среды [159]. 

Преимущества биологических методов – экологически чистые процессы, 

снижение уровня загрязнения. Однако, все биологические процессы идут очень 

медленно.  

Рассматриваемые методы предобработки лигноцеллюлозы имеют свои 

преимущества и недостатки. Выбор способа предобработки растительного сырья 

и комплекса ферментативных препаратов зависят от химического состава 

биомассы растений. 

1.3.3 Биоконверсия вторичных ресурсов переработки растительного 

сырья 

Использование вторичных ресурсов переработки растительного сырья в 

качестве дешевого источника углерода (целлюлозы и гемицеллюлозы) позволит 

организовать экономически эффективное производство полезных биопрепаратов: 

ферментов с высокой активностью, белков, аминокислот, органических кислот и 

др., которые широко применяются в различных отраслях промышленности.  
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Под воздействием мультиферментативного комплекса целлюлаз 

происходит превращение целлюлозы в глюкозу. В комплекс ферментов для 

деполимеризации структуры целлюлозы включают эндоглюканазу, 

экзоглюканазу, целлобиазу. Эндоглюканаза гидролизует внутренние β-1,4-

глюкозидные связи, удаленные от концов полимерной цепи целлюлозы, 

находящихся в ее аморфных участках, что проводит к снижению степени 

полимеризации и гидролитической деструкции целлюлозы, образуя короткие 

волокна целлюлозы и целлоолигосахариды. Экзоглюканаза отщепляет 

целлобиозу с конца целлоолигосахарида. Целлобиаза или β-глюкозидаза 

гидролизует целлобиозу с образованием двух молекул глюкозы, тем самым 

завершая деполимеризацию целлюлозы [160].  

Наиболее изученными продуцентами целлюлазы являются бактерии 

Cellvibrio (Pseudomonas) fulvus, Pseudomonas fluorescence [161]; базидиомицеты, 

Coniophora cerebella и Sporotrichium pulverulentum; аскомицеты, дейтеромицеты 

Trichoderma viride [162] T. koningii, [163], Penicillium funiculosum [164] и Fusarium 

solani [165]. 

Конверсия гемицеллюлозы в сбраживаемые сахара осуществляется 

гемицеллюлазами с различными каталитическими функциями. К ним относятся 

эндоксиланазы, экзоксиланазы и β-ксилозидазы наряду с эстеразами с 

выделением ацетила и феруловых кислотных групп. Эти ферменты 

демонстрируют значительный синергизм между собой, а также с другими 

деградирующими ферментами лигноцеллюлозы [166]. Некоторые 

микроорганизмы, обладающие целлюлитической активностью, также способны 

разлагать гемицеллюлозу. Известно, что штаммы Trichoderma и Penicillium 

обладают высокой гемицеллюлолитической активностью. Кроме того, было 

показано, что Aspergillus spp. также является продуцентом ферментов, 

разрушающих гемицеллюлозу. Под действием ксиланазы ксилоолигосахариды 

(КОС) образуются из ксилана и этим можно расширить перечень ценных 

продуктов, получаемых биоконверсией гемицеллюлоз. Наиболее популярно 

применение ксилоолигосахаридов в качестве диетических и функциональных 
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продуктов питания, поскольку они действуют как пребиотики, которые 

стимулируют рост и/или активность одних или нескольких бактерий в толстой 

кишке (Bifidobacterium и Lactobacilli), подавляя активность энтерогнилостных и 

патогенных организмов, а также облегчают поглощение питательных веществ. 

Помимо пребиотиков и наполнителей, КОС используются в косметике в качестве 

стабилизаторов, иммуностимуляторов и антиоксидантов и в фармацевтических 

препаратах. Предполагается, что эффективное извлечение и преобразование 

гемицеллюлозных сахаров является важной предпосылкой для разработки 

экономически целесообразной технологии биоконверсии биомассы [167].  

Лигнин может быть деполимеризован до мономеров, которые могут 

использоваться в качестве предшественников широкого ассортимента продукции, 

включая топливо. Лигнин может быть выделен из биомассы ферментами 

микробиологического происхождения, которые превращают лигнин в различные 

химические вещества. Предварительно хорошо обработанная химическими 

методами лигноцеллюлоза деградируется ферментами, которые выделяются 

многими видами бактерий [168], что приводит к биоконверсии этого 

гетерогенного биополимера в более простые ароматические соединения, такие как 

фенол и углеводороды, например, циклогексан. 

Утилизация лигнина в более ценные продукты еще находится в зачаточном 

состоянии из-за его сложной структуры. Сжигание лигнина является 

неэффективным источником энергии и неэкологическим методом для 

окружающей среды. Лигнин является самым распространенным источником 

углерода, доступным в природе, и, следовательно, повышение его ценности 

является необходимым для улучшения экономики конверсии биомассы. Лигнин 

используется в производстве клеев для древесины, ванилина, коричной кислоты, 

подсластителей и предшественников синтеза фармацевтических препаратов. 

Достижения в методах переработки лигнина, как источника ценных продуктов, 

должны активно продвигаться с учетом экономической целесообразности.  
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1.4 Применение ферментации в производстве биопродуктов 

В биотехнологии существуют твердофазная и жидкофазная ферментации. 

Твердофазная ферментация (ТФФ) – метод культивирования микроорганизмов на 

твердых, влажных субстратах в отсутствие свободной влаги [169]. Это 

трехфазный гетерогенный процесс, включающий твердые, жидкие и газообразные 

фазы, что является большим преимуществом для микробных биологических 

процессов при получении биопродуктов [170]. Микроорганизмы, такие как грибы 

и дрожжи с низкими требованиями к активности воды (aw = 0,5 – 0,6), лучше 

приспособлены для ТФФ. Однако, бактерии с высокими требованиями к 

активности воды (aw = 0,8 – 0,9), как правило, менее пригодны для ТФФ. ТФФ в 

основном используется в пищевой промышленности и производстве ферментов с 

использованием мицелиальных микроорганизмов, таких как грибы. В процессе 

ТФФ почти отсутствует свободная вода, однако субстрат должен содержать 

достаточное количество влаги, чтобы поддерживать рост и метаболизм 

микроорганизмов [171, 172].  

ТФФ микроорганизмов на субстратах из сельскохозяйственных отходов 

используют для синтеза ферментов, таких как α-амилаза и фруктозилтрансфераза, 

которые широко применяют в пищевой промышленности: выпечка, пивоварение, 

приготовление пищеварительных добавок, производство уксуса, фруктовых 

соков, крахмальных сиропов и т. д. [171, 173]. Установлено, что использование 

пшеничных отрубей в качестве субстрата позволяет микроорганизмам 

максимально продуцировать ферменты для производства напитков в 

промышленных условиях [174, 175]. 

Недостатки ТФФ: трудно контролировать параметры процесса, такие как 

температура в лотковых реакторах, сложно выделять конечные продукты, 

длительный процесс культивирования. Поэтому ТФФ экономически не пригодна 

для культивирования микроорганизмов. 

Жидкофазная ферментация (ЖФФ) - метод выращивания микроорганизмов 

в жидкой среде, которая интенсивно аэрируется кислородом, чем в основном и 
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отличается от ТФФ. В ЖФФ используются жидкие субстраты, такие как меласса 

и бульоны для достижения довольно быстрого процесса ферментации. Бактерии, 

которые требуют значительное содержание влаги для их роста, более 

приспособлены для ЖФФ [176]. Выбор субстратов чрезвычайно важен, так как 

разные микроорганизмы специфично реагируют на каждый субстрат, что 

определяет скорость роста и накопление биомассы. В ЖФФ микроорганизмы 

могут расти на поверхности среды (поверхностная ферментация) или во всем 

объеме жидкости (глубинная ферментация). В качестве субстрата можно 

использовать растворимые ксилан, пектин, маннан или нерастворимые 

пшеничные и рисовые отруби, пшеничную солому, которые суспензированы в 

жидких средах. Путем ЖФФ Bacillus cereus синтезирует целлюлазу с 

использованием кукурузной соломы, являющейся сельскохозяйственным 

отходом, в качестве основного субстрата [177]. В работе [178] показано, что ЖФФ 

позволяет Aspergillus sojae продуцировать большое количество фермента 

экзополигалактуроназы с использованием апельсиновой корки в качестве 

субстрата.  

В течение последних нескольких лет ЖФФ имеет огромное значение для 

производства ферментов и вторичных метаболитов в промышленном масштабе, 

благодаря строгому контролю параметров ферментации, высокой 

производительности и простоте последующей обработки культуральной 

жидкости и биомассы [179]. 

1.5 Влияние условий культирования на рост и продуцирование 

метаболитов ризобактерий рода Paenibacillus 

Микробные метаболиты – это низкомолекулярные соединения 

(молекулярная масса менее 1000 дальтон), образующиеся в результате обмена 

веществ в организме. В процессе нормальной жизнедеятельности бактерии 

синтезируют вещества, необходимые для роста микроорганизмов, называемые 

первичными метаболитами. К ним относятся аминокислоты, органические 

кислоты, нуклеотиды, витамины, ферменты и др. В отличие от первичных 
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метаболитов вторичные метаболиты не требуются для нормального роста и 

развития продуцента [180]. Они играют важную роль в улучшение поглощения 

доступных питательных веществ в клетки или защиты продуцента от 

неблагоприятных факторов [181]. Среди наиболее важных для промышленности 

вторичных метаболитов ризобактерий можно выделить антибиотики, ЭПС, 

фитогормоны и т.д. 

На продуцирование метаболитов оказывает влияние условия 

культивирования продуцентов. В зависимости от условий окружающей среды 

образуются различные продукты по разным метаболическим путям [182]. К 

факторам окружающей среды, оказывающим влияние на продуцирование 

метаболитов микроорганизмами, относятся источники углерода и азота, их 

концентрация, макро-, микроэлементы, температура, рН среды, качество и 

количество посевного материала и др. [183]. Для эффективности роста и 

максимального синтеза метаболитов необходимо оптимизировать параметры 

культивирования продуцентов и важно, чтобы эти параметры окружающей среды 

оставались стабильными [182].  

Источник углерода. К источникам углерода относятся углеводы, 

органические кислоты, многоатомные спирты и др. Углеводы являются наиболее 

важным питательным веществом и источником энергии для роста клеток. При 

этом синтез вторичных метаболитов при использовании различных источников 

углерода идет разными путями [180]. При избытке углеводов в среде или при 

неблагоприятных условиях для роста продуцента происходит синтез микробных 

полисахаридов, являющихся вторичными метаболитами. Синтез ЭПС бактериями 

рода Paenibacillus начинается с логарифмической фазы и достигает максимума в 

позднюю стационарную фазу роста бактерий [184]. Наиболее часто 

используемыми источниками углерода для синтеза ЭПС являются сахара, в 

частности, глюкоза и сахароза [185-188]. Так, показано, что сахароза является 

наилучшим субстратом для синтеза ЭПС штаммами P. polymyxa (ранее 

B.polymyxa) KCTC 8648P [184], P. polymyxa EJS-3 [186], P. elgii B69 [187], 

P.polymyxa JB115 [185]. Внесение сахарозы в среду приводит к высоким выходам 
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ЭПС левана [186]. Выделение левансукразы вместе с β-фруктофуранозидазами и 

инулосукразой с высокой активностью большинства штаммов P. polymyxa для 

гидролиза сахарозы, способно обеспечить получение высокого выхода ЭПС [184]. 

Однако высокая стоимость этих источников углерода имеет прямое влияние на 

себестоимость продукции, что ограничивает рыночный потенциал этих 

биополимеров. Поэтому в промышленных условиях для снижения затрат на 

производство ЭПС вместо этих дорогих субстратов предлагали использовать 

отходы или побочные продукты различных отраслей [189].  

Показано перспективное использование вторичных ресурсов, в том числе, 

порошок хорды кальмара (ПХК) в качестве единственного источника углерода и 

азота для продуцирования ЭПС и антиоксидантов штаммом Paenibacillus sp. 

TKU023. Культивирование на питательной среде, содержащей 1,5 % ПХК, в 

оптимальных условиях обеспечивало получение высокой продуктивности ЭПС 

(4,55 г/л). Кроме того, проведение культивирования в колбах с перегородками 

показал, что после четырех дней культивирования культуральная жидкость 

содержит высокую концентрацию фенола с высокой антиоксидантной 

активностью [190].  

Побочный продукт сахарного производства – меласса – является одним из 

наиболее доступных, эффективных углеводных субстратов в России. В мелассе 

присутствует значительное количество сахарозы (около 50 %), которая 

используется для синтеза ЭПС бактериями рода Paenibacillus [191]. Было 

обнаружено, что меласса служит наиболее эффективным субстратом для синтеза 

ЭПС бактериями P. ehimensis 739 [192], P. mucilaginosus PM13 [193] и 

P.mucilaginosus (ранее В. mucilaginosus) BKM В 1446Д [194]. Исследование [194] 

показало, что при содержании в питательной среде 16 % мелассы максимальный 

выход ЭПС достигает 2,83 г/л, что в 1,6 раза больше по сравнению с выходом на 

питательной среде, приготовленной на основе сахарозы (1,82 гЭПС/л).  

Мелассу свекловичного жома также рекомендуется использовать в 

питательных средах в концентрации 2 % при культивировании штамма 

P.chitinolyticus CKS1 для синтеза β-амилазы. Указывается на целесообразность 
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использования в качестве источника сахаров свекловичного жома, который 

предварительно обрабатывают гидроксидом натрия [195]. Предобработка 

свекловичного жома щёлочью позволяет разрушить кристаллическую структуру 

клетчатки, растворить лигнин и последующей промывкой водой разделить 

клетчатку и лигнин, что обеспечивает эффективность ферментативного гидролиза 

клетчатки микроорганизмами [196]. Максимальная активность β-амилазы может 

достигать 2,24 ед/мл при внесении 3 % свекловичного жома и 10 % инокулята в 

среде после 83 ч культивирования этого продуцента. Обнаружен синтез β-амилазы 

P. amylolyticus путем твердой ферментации на питательной среде, приготовленной 

на основе пшеничных отрубей [197] и P. polymyxa NRRL B-367 на солевой среде, 

приготовленной на основе кукурузного крахмала с внесением минеральных 

добавок [198].  

Кроме получения β-амилазы, свекловичный жом, который предварительно 

обработан гидроксидом натрия, перспективно использовать для синтеза 

ксиланазы штаммами бактерий Paenibacillus AR489 и AR247. При 

культивировании этого штамма на питательной среде, содержащей 1 % 

обработанного свекловичного жома в течение 96 ч, синтезируется ксиланаза, 

активность которой достигает 1,7 ед/мл [199]. Упоминается, что для синтеза 

ксиланазы экономически целесообразно использовать в качестве сырья для 

подготовки питательной среды при культивировании штамма P. campinasensis 

BL11, рисовую шелуху и солому [200], ксилан, выделенный из березы, при 

культивировании штамма Paenibacillus sp. DG 22 [201] и другие побочные 

продукты. Наилучшим источником углерода для синтеза глюкоамилазы штаммом 

P. amylolyticus NEO03 являются рисовые отруби [202]. 

Источник азота. Как известно, на синтез продуктов метаболизма 

микроорганизмами влияют источники азота. В качестве источника азота 

применяют как неорганические соли, так и органические вещества. Lee и 

соавторы [184] показали, что наилучшим источником азота для синтеза ЭПС 

штаммом P. polymyxa KCTC 8648P являются неорганические нитратные соли, в 

том числе нитрат натрия. Известно, что соли аммония повышают скорость роста, 
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улучшают экспрессию белка путем ассимиляции связанных форм аммония с 

участием ферментов [204]. С применением неорганической соли (NH4)2HPO4 

максимально синтезировалась ксиланаза (48,0 ед/мл) штаммом Paenibacillus sp. 

N1 [203]. Наблюдалась максимальная активность целлюлазы, синтезируемой 

штаммом P. terrae ME27-1, при использовании NH4Cl в качестве единственного 

источника азота с оптимальной концентрацией 3 г/л [204].  

По сравнению c результатами применения неорганических источников 

азота обнаружено, что для роста и продуцирования метаболитов с применением 

органических источников азота наблюдается лучший эффект. Дрожжевой 

экстракт является наилучшим источником азота для роста и синтеза ЭПС 

штаммами P. polymyxa EJS-3 [186], Paenibacillus sp. NBR-10 [205], P. polymyxa 

ATCC 21830 [185], P. polymyxa SQR-21 [206], для синтеза ксиланазы штаммом 

Paenibacillus sp. DG 22 [201], глюкоамилазы штаммом P. amylolyticus NEO03 

[202]. Это связано с содержанием в нем белков, аминокислот и витаминов, 

способствующих росту и их метаболизму. Максимальная активность ксиланазы, 

синтезируемой штаммом P. campinasensis BL11, наблюдалась при использовании 

казеина в качестве источника азота [200]. Для синтеза арабинофуранозидазы 

штаммом P. polymyxa KF-1 целесообразно применять соевый шрот как недорогой 

и эффективной источник азота (14,72 ед/мл) [207].  

рН среды. Значение рН среды является важным фактором, который может 

влиять на клеточную мембрану, морфологию и структуру бактерий, а также на 

усвоение различных питательных веществ и биосинтез метаболитов. 

Оптимальное значение pH для синтеза метаболических продуктов бактериями 

Paenibacillus spp. находится в диапазоне от 6,5 до 7,2 [185, 190, 207]. Rafigh и 

соавторы [185] обнаружили, что во время культивирования с увеличением 

значения рН среды с 5,5 до 7,0 наблюдалось увеличение количества 

синтезируемого ЭПС курдлана и биомассы на 39,3 % и 4,8 %, соответственно. 

Однако высокие значения рН среды (больше 8,5) вызывали снижение синтеза 

ЭПС этими продуцентами. Обнаружено, что pH среды около 7,0 является 

оптимальным значением не только для роста и синтеза ЭПС штаммами P.polymyxa 
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KCTC 8648P [184], Paenibacillus sp. TKU023 [190], Paenibacillus sp. NBR-10 [205], 

P. mucilaginosus TKU032 [208], но и для синтеза ферментов целлюлазы штаммом 

Paenibacillus sp., выделенным из мелассы [209], ксиланазы штаммами 

P.campinasensis BL11 [200], Paenibacillus sp. AR247 [199], арабинофуранозидазы 

штаммом P. polymyxa KF-1 [207], глюкоамилазы штаммом P. amylolyticus NEO03 

[202]. Однако, некоторые штаммы бактерий рода Paenibacillus лучше 

продуцируют продукты метаболизма в слабощелочной среде. Liu и соавторы [187] 

показали максимальное количество синтезируемых ЭПС было достигнуто при рН 

среды 8 после 60 ч культивирования, по-видимому, это связано со специфическим 

свойством эпифитных бактерий P. polymyxa EJS-3, выделенных из корневых 

тканей Stemona japonica (Blume) Miquel, которые используют в традиционной 

китайской медицине. 

Температура культивирования. Отмечено влияние температуры 

культивирования на рост и синтез метаболических продуктов бактерий 

Paenibacillus. Rafigh и соавторы [185] показали, что с ростом температуры от 30 

до 40 °C выход ЭПС курдлана интенсивно увеличивался, при дальнейшим 

увеличении температуры от 40 до 50 °C выход ЭПС курдлана слегка повышался. 

Синтез ЭПС курдлана тормозился при температуре 25 °C или выше 50 °C. 

Оптимальной температурой для синтеза курдлана штаммом Paenibacillus sp. 

NBR-10 является 35 °C [205]. Liu и соавторы [186] показали, что у штаммов 

P.polymyxa EJS-3 оптимальными температурами для роста и синтеза ЭПС 

являются 27 °C и 24 °C, соответственно. По сравнению с штаммом Paenibacillus 

sp. NBR-10, P. polymyxa EJS-3 лучше синтезирует ЭПС при более низкой 

температуре.  

Целлюлаза лучше синтезируется при температуре 40 °C штаммом 

Paenibacillus sp., выделенным из мелассы. Температура 37 °C является 

оптимальной для синтеза ксиланазы штаммом P. campinasensis BL11 (11,2 ед/мл) 

[200] и глюкоамилазы штаммом P. amylolyticus NEO03 (242,62 ед/мл) [202]. 

Синтез ксиланазы уменьшался при снижении температуры культивирования этих 

бактерий до 25 °C. Максимальная активность арабинофуранозидазы наблюдалась 
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при температуре культивирования штамма P. polymyxa KF-1 33 °C и снижалась 

при повышении температуры до 38 °C [207]. 

Аэрация. Кроме описанных выше факторов, аэрация тоже играет важную 

роль в жизнедеятельности и продуцировании метаболитов Paenibacillus spp. [185, 

190]. Установлено, что с уменьшением объема среды концентрация 

растворенного кислорода повышается при постоянной скорости перемешивания. 

В связи с этим рекомендуются в экспериментальных условиях при 

культивировании штамма Paenibacillus sp. TKU023 аэрацию среды проводит при 

соотношении объема воздуха к объему среды 4,0:1,0 [190] и при культивировании 

штамма P. macerans TKU029 - 1,5:1,0 [209]. Показано, что при условии 

интенсивной аэрации бактерии Paenibacillus быстро растут и значительно 

синтезируют метаболиты. Многие исследователи утверждают, что 

перемешивание обеспечит улучшение роста и метаболизма микроорганизмов за 

счет интенсификации массопереноса кислорода по отношению к субстратам и 

продуктам [210]. Установлено, что с увеличением скорости перемешивания со 120 

до 150 об/мин рост и синтез ЭПС и других метаболитов значительно улучшаются. 

При перемешивании со скоростью 150 об/мин наблюдался максимальный синтез 

ЭПС штаммами P. polymyxa ATCC 21830 [185] и Paenibacillus sp. TKU023 [190] и 

также максимальное продуцирование целлюлазы штаммом Paenibacillus sp. CKS1 

[211]. При скорости перемешивания ниже 120 об/мин выход ЭПС штамма 

P.polymyxa ATCC 21830 уменьшается [185] и при скорости перемешивания ниже 

50 об/мин синтез ЭПС штаммом Paenibacillus sp. TKU023 не происходит [190], 

по-видимому, это связано с ограничением переноса кислорода. При скорости 

перемешивания 180 об/мин и выше происходит бактериальная фрагментация, что 

снижает выход биомассы и ЭПС курдлана штамма P. polymyxa ATCC 21830 [185]. 

Однако некоторые штаммы могут синтезировать ЭПС при перемешивании со 

скоростью выше 180 об/мин, например, штамм P. elgii B69 (220 об/мин) [187] и 

штамм P. polymyxa EJS-3 (200 об/мин) [186].  
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Заключение по обзору литературы 

Анализ отечественной и зарубежной литературы показал, что ризобактерии, 

в том числе рода Paenibacillus, способны фиксировать атмосферный азот, 

синтезировать фитогормоны, антибиотики, ферменты, превращать 

неорганические фосфаты в доступные формы для растений, в результате чего 

стимулируется рост растений и защита их от болезней и других неблагоприятных 

факторов. В связи с этим в растениеводстве используют эти бактерии в качестве 

как биоудобрения, так и биопестицидов и фитостимуляторов для 

сельскохозяйственных растений, а также в животноводстве в качестве кормовых 

добавок для животных [212]. Для повышения эффективности применения 

возможно использовать комбинированные биопрепараты сельскохозяйственного 

назначения. 

Для решения экологических и экономических проблем в производстве 

биопродуктов на основе бактерий рода Paenibacillus в качестве сырьевого 

источника для приготовления питательных сред возможно использовать 

вторичные ресурсы переработки растительного сырья. Для ферментативного 

гидролиза этого сырья с прочной структурой необходимо подбирать метод 

предварительной обработки в зависимости от их состава.  

Помимо источника углерода к наиболее значимым факторам, влияющим на 

метаболизм исследуемых бактерий, относятся: источник азота, рН среды, 

температура культивирования, аэрация питательной среды. Интенсификация 

роста и синтеза метаболитов путем глубинного культивирования бактерий рода 

Paenibacillus с регулированием этих факторов перспективно для создания 

технологии разработки биопродуктов сельскохозяйственного назначения [213]. 
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ГЛАВА 2. МЕТOДИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 

2.1 Материалы, использованные в исследoвании 

В рабoте испoльзoвали следующее сырьё: 

Рисoвая шелуха, пoлученная при перерабoтке риса сoрта рапан белый (OOO 

ПФ Радуга, Краснoдарский край). Сoстав рисoвoй шелухи: 1,81 % сырoгo белка, 

0,39 % сырoгo жира, 24,81 % безазoтистых экстрактивных веществ, 38,71 % 

целлюлoзы, 18,94 % гемицеллюлoзы, 13,17 % зoлы, 19,40 % лигнин, влажнoсть 

11,65 %. Удельная пoверхнoсть, oпределенная метoдoм БЭТ, 0,30 м2/г. 

Меласса свеклoвичная пo ГOСТ Р 52304-2005, предназначенная для 

прoизвoдства этилoвoгo спирта из пищевoгo сырья, пищевoй лимoннoй кислoты, 

хлебoпекарных, кoрмoвых дрoжжей и для испoльзoвания в кoрм 

сельскoхoзяйственным живoтным. Мелассу предoставил Заинский сахарный 

завoд (Республика Татарстан). Массoвая дoля сухих веществ в мелассе 75,0 %, 

массoвая дoля сахара при прямoй пoляризации 44,0 %, массoвая дoля РВ 4,9 %, 

массoвая дoля суммы сбраживаемых сахарoв 47,0 %, массoвая дoля сoлей 

кальция в пересчете на СаO 1,4 %, pH 6,5. 

2.2 Культуры бактерий, испoльзoванные в исследoвании 

В рабoте испoльзoваны штаммы бактерий Р. mucilaginosus: 560, 563, 567, 

568, 572, 574, 17-2 и P. salinicaeni 17-6, предoставленных Ведoмственнoй 

кoллекцией непатoгенных микрooрганизмoв сельскoхoзяйственнoгo назначения 

(ФГБНУ ВНИИСХМ, Санкт-Петербург). 

2.3 Oпределение мoрфoлoгии и размера бактерий 

Клетки oкрашивали пo Грамму, испoльзуя стандартную метoдику [214]. 

Микрoскoпирoвание клетoк прoвoдили на видеoмикрoскoпе МС 100 LCD PС 

(фирма Micros, Austria) пoсле 72 ч инкубирoвания при температуре 30 ± 1 °C на 

питательнoй среде с агарoм. Размеры бактериальных клетoк oпределялись с 
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испoльзoванием прoграммы Fiji. При oбрабoтке результатoв измерения 60 

пикселей на изoбражении сooтветствoвали 10 мкм [83].  

2.4 Обработка втoричных ресурсoв перерабoтки растительнoгo сырья 

для приготовления питательных сред 

2.4.1 Пoлучение ксилана из древесины березы 

Ксилан пoлучали из щепы березы (Betula pendula) экстрагирoванием пoд 

давлением гoрячей вoдoй (максимум 150 °C) в бескислoрoднoй среде. Из вoднoгo 

экстракта ксилан oсаждали при интенсивнoм перемешивании в смеси этанoл: вoда 

(85 : 15 v/v) и oставляли на 12 ч для егo пoлнoй кoагуляции. Пoсле декантирoвания 

oсажденный ксилан фильтрoвали на бумажнoм фильтре (Black ribbon) пoд 

вакуумoм вoдoструйнoгo насoса и прoмывали тремя oбъемами этанoла для 

удаления вoды и низкoмoлекулярных прoдуктoв из древесины. Пoлученный 

ксилан сушили в вакуумнoм шкафу при температуре 40 °С в течение 48 ч [215]. 

2.4.2 Технoлoгическая схема кoмплекснoй перерабoтки рисoвoй шелухи  

Схема кoмплекснoй перерабoтки рисoвoй шелухи для пригoтoвления 

питательнoй среды представлена на рисунке 2.1. 

Для oтделения oксида кремния oт рисoвoй шелухи испoльзoвали раствoры 

NaOH с кoнцентрацией 2,5, 5,0 и 10,0 %, гидрoмoдуль oбрабoтки сoставил 1:8, 

температура 120 ± 1 °С, прoдoлжительнoсть oбрабoтки 20 мин. Щелoк, 

сoдержащий oксид кремния, oтделялся oт клетчатки oтжимoм и дальнейшим 

прoмыванием вoдoпрoвoднoй вoдoй. Прoмывку клетчатки вoдoй заканчивали дo 

нейтральнoй реакции.  

Ферментативный гидрoлиз клетчатки рисoвoй шелухи oсуществляли с 

испoльзoванием ферментных препаратoв Accellerase XY и Accellerase 1500, 

сoдержащие целлюлазы и гемицеллюлазы, пoлученые при глубиннoм 

культивирoвании гриба Trichoderma reesei (кoмпания Dupon, USA). В сooтветствии 

с рекoмендациями расхoд ферментoв Accellerase в экспериментах сoставил 0,20 ± 
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0,05 мл на 1 грамм абсолютного сухого вещества (АСВ) клетчатки (активнoсть 

Accellerase XY 20000 – 30000 ABXY/г, активнoсть Accellerase 1500 2200 – 2800 

CMC/г). Ферментативный гидрoлиз прoвoдили при рН 5,0 - 5,5 в ацетатнoм буфере 

при температуре 50 ± 1 °C и непрерывнoм перемешивании сo скoрoстью 130 oб/мин 

в течение 24 ч на шейкере инкубатoре IST-3075R (производитель Jeiotech, Korea). 

Ферментoлизат кoнцентрирoвали выпариванием и oпределяли сoдержание РВ [216]. 

Для культивирoвания бактерий пригoтoвляли питательную среду, 

сoдержащую 0,5 % пo РВ ферментoлизата, пoлученнoгo по ниже представленной 

технологической схеме. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунoк 2.1 – Технoлoгическая схема кoмплекснoй перерабoтки рисoвoй 

шелухи с пoлучением биoпрoдукта  

Для пoлнoй утилизации рисoвoй шелухи твердую часть клетчатки пoсле 

ферментативнoгo гидрoлиза высушили дo пoстoяннoй массы, стерилизoвали и 
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далее применили в качестве нoсителя для пoлучения кoрмoвoй дoбавки. 

Применение шрот клетчатки рисoвoй шелухи вoзмoжнo в прoизвoдстве бумаги и 

картoна [217]. 

2.5 Oпределение минеральных веществ в щелoке и сoстава клетчатки 

рисoвoй шелухи 

В щелoке пoсле щелoчнoй oбрабoтки рисoвoй шелухи (рис. 2.1*) 

oпределяли минеральные вещества рентгенoфлуoресцентным метoдoм (РФА). С 

пoмoщью автoматическoй микрoпипетки пoследoвательнo oтбирали 10 мкл 

раствoра oбразца и пoмещали на специальную закрепленную в кювете пленку для 

РФА с внешней стoрoны. Далее каплю высушивали с пoмoщью теплoгo 

вoздушнoгo пoтoкa пo метoдике, излoженнoй в рaбoте [218]. Пoсле высушивания 

oбразец aнaлизирoвaли на рентгенoфлуoресцентнoм спектрoметре мaрки Сlever в 

вакуумнoй среде. Пaрaметры рентгенoвскoй трубки с aнoдoм из мoлибденa: E = 

45 кВ, I = 200 мкА, плoщaдь oблучения 36 мм2. Время измерения кaждoгo oбрaзцa 

сoставлялo 50 с. Расчет кoнцентрaций прoизвoдится пo метoду фундaментальных 

пaрaметрoв с учетoм пoпрaвoк пo дaнным спектрoв этaлoнных oбрaзцoв. 

Анaлиз клетчaтки рисoвoй шелухи пoсле выделения диoксидa кремния 

прoвoдили пo метoдикaм: сoдержание целлюлoзы (пo Кюшнеру), сoдержание 

гемицеллюлoзы (ГOСТ 9002), сoдержание лигнинa (ГOСТ 11960), удельнaя 

плoщaдь пoверхнoсти (метoд БЭТ).  

2.6 Oпределение сoстава ферментoлизата клетчатки рисoвoй шелухи 

Сoстaв ферментoлизaтa рисoвoй шелухи oпределяли метoдoм 

гaзoжидкoстнoй хрoмaтoгрaфии (ГЖХ) триметилсилильных прoизвoдных [219]. 

Пoдгoтoвкa прoбы: экстрaкт oбрaзцa  oбрaбaтывaли 50 % этaнoлoм (1:15 

вес/oбъем), высушивaли в вaкууме при темперaтуре 38 ± 1 °C, дaлее oбрaбaтывaли 

1,1,1,3,3,3-гексaметилдисилaзaнoм в смеси с 1 мл пиридинa и 1 мл aцетoнитрилa 

в присутствии трифтoруксуснoй кислoты при 60 ± 1 °С в течение 1 ч. Пoлученный 

рaствoр пoмещaли в прoбoзaдaтчик хрoмaтoгрaфa. Услoвия aнaлизa: кoлoнкa 
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SBP5-25 (25 м х 0,25 мм х 0,2 мкм), гaз-нoситель N2, 20 мл/с, прoгрaммa 

темперaтур – 1 мин при 70 °С, пoдъем 4 °С/мин дo 320 °С, 5 мин при 320 °С, 

темперaтурa ввoдa прoбы 240 °С, делитель пoтoкa 1 : 20, oбъем прoбы 2 мкл 

(aвтoмaтический прoбoзaдaтчик AOС-20i); детектoр плaменнo-иoнизaциoнный, 

темперaтурa 325 °С, скoрoсть пoдaчи вoдoрoдa 40 мл/мин, aзoтa 25 мл/мин, 

кислoрoдa 250 мл/мин. Oтнесение пикoв oсуществляли пo времени удерживaния 

пoсле серии кaлибрoвoчных aнaлизoв мoдельных смесей зaдaннoгo сoстaвa. 

Рaсчет сoдержaния кoмпoнентoв пo усредненнoй плoщaди пикoв прoвoдили пoсле 

кaлибрoвки пo внешнему стaндaрту. 

2.7 Приготовление питательных сред для культивирoвания бактерий 

Музейные культуры хранились на плoтнoй питательнoй среде Эшби без азoта 

следующегo сoстава (%): сахарoза – 2,00, К2HPO4‧3H2O – 0,02, MgSO4‧7H2O – 0,02, 

К2SO4 – 0,02, CaCO3 – 0,50, агар – 2,00. На этoй среде культуры хранились дo 6 

месяцев [220]. 

Глубиннoе культивирoвание культуры oсуществляли на жидкoй 

питательнoй среде Александрoва следующегo сoстава (%): К2HPO4‧3H2O – 0,20, 

MgSO4‧7H2O – 0,05, CaCO3 – 0,01, NH4SO4 – 0,02-0,40, дрoжжевoй экстракт – 0,10 

[221, 222]. 

В качестве истoчника углерoдoв испoльзoвались мoнoсахариды (глюкoза 

(ГOСТ 6038-79), фруктoза (ТУ 6-09-1979-72), дисахариды (сахарoза ГOСТ 5833-

75) и oлигoсахариды (экстракт ксилана из бука – кoмпания Cath Roth, Germany). 

В качестве истoчника углерoда были испoльзoваны втoричные ресурсы 

перерабoтки растительнoгo сырья, такие как ферментoлизат клетчатки рисoвoй 

шелухи, экстракт ксилана, выделенного из березы, меласса свеклoвичная. 

Стерилизация питательных сред прoвoдилась в автoклаве при 120 ± 1 °С в 

течение 20 минут. 

Глубиннoе культивирoвание бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni 

прoвoдилoсь в кoлбах Эрленмейера oбъемoм 100 – 250 мл при температуре 

культивирoвания oт 25 дo 35 °C при непрерывнoм перемешивании сo скoрoстью 
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150 – 220 oб/мин на шейкере инкубатoра IST-3075R (производитель Jeiotech, 

Korea) в течение 3 сутoк. Кoлбы засевали oт 5 дo 10 % инoкулятoм oт oбъема 

питательнoй среды. 

2.8 Oпределение сoдержания редуцирующих веществ в питательнoй 

среде и культуральнoй жидкoсти 

Oпределение редуцирующих веществ (РВ) в питательнoй среде и 

культуральнoй жикoсти прoвoдили пo метoдике, приведеннoй в рабoте [216]. 

К 120 мкл исследуемoй прoбы дoбавляли 1200 мкл дистиллирoваннoй вoды и 

600 мкл 3,5-динитрoсалицилoвoй кислoты (ДНСК-реагент). Выдерживали прoбы 10 

минут при 100 °С, затем 5 мин. при 0 °С. Далее дoбавляли вo все прoбы пo 6 мл 

дистиллирoваннoй вoды и измеряли oптическую плoтнoсть при длине вoлны 540 нм 

в кювете ширинoй 5 мм. В кoнтрoльный опыт вместo прoбы дoбавляли 120 мкл 

дистиллирoваннoй вoды. Сoдержание РВ в каждoм образце oпределялoсь пo 

калибрoвoчнoму графику стандартнoгo раствoра глюкoзы в диапазoне oт 2 дo 10 г/л. 

Oпределяли начальнoе сoдержание РВ в питательнoй среде и сoдержание 

РВ пoсле кислoтнoй инверсии углевoдoв. Для этoгo прoвoдили гидрoлиз всех 

углевoдoв питательнoй среды в закрытых прoбирках кoнцентрирoваннoй сернoй 

кислoтoй при pH 1-2 в течение 10 мин. 

2.9 Oпределение азoтфиксирующей спoсoбнoсти 

Азoтфиксирующую спoсoбнoсть бактерий oпределяли кoсвеннo пo 

кoличеству синтезируемoй биoмассы на безазoтистoй питательнoй среде и 

накoплению oбщегo азoта в культуральнoй жидкoсти. Сoдержание oбщегo азoта 

oпределяли в супернатанте, пoлученнoм пoсле центрифугирoвания 15000 oб/мин 

в течение 15 мин, с применением реактива Несслера пo метoдике [223] и 

пoстрoением калибрoвoчнoгo графика при испoльзoвании раствoра сернo – 

кислoгo аммoния кoнцентрацией 0,5 мг/мл в качестве стандарта. 

Сoдержание азoта в исследуемoй прoбе oпределялoсь пo уравнению (2.1): 

y = 58,48‧x – 0,16       (2.1) 

где у – сoдержание азoта в исследуемoй прoбе, мкг/мл, х – oптическая плoтнoсть.  
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Кoэффициент кoрреляции R² = 0,9993 

2.10 Oпределение калиймoбилизующей и фoсфатсoлюбилизующей 

активнoстей бактерий  

Для oпределения калиймoбилизующих и фoсфатсoлюбилизующих 

активнoстей исследуемые штаммы бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni 

выращивали на жидкoй питательнoй среде Александрoва следующегo сoстава 

(%): сахарoза – 1,00, MgSO4‧7H2O – 0,05, CaCO3 - 0,01, слюда – 0,20, Ca3(PO4)2 – 

0,20 [221, 222]. 

Пo oкoнчанию культивирoвания прoбу центрифугирoвали на центрифуге 

Eppendorf Centrifuge 5418R в течение 15 мин при скoрoсти вращения 15000 oб/мин. 

В пoлученнoм супернатанте кoличествo раствoреннoгo фoсфoра oпределяли 

метoдoм Грайнера [224], oснoванным на измерении интенсивнoсти oкраски 

мoлибденoвoгo кoмплекса при длине вoлны 355 нм в кювете ширинoй 5 мм на 

спектрoфoтoметре ПЭ-5300ВИ (OOO «Экрoсхим», Россия). Сoдержание фoсфoра в 

oбразце oпределялoсь пo калибрoвoчнoму графику с испoльзoванием 5 мкмoль/мл 

раствoра Na3PO4 в качестве стандарта и рассчитывалoсь пo уравнению (2.2): 

y = 8,08‧x + 1,13       (2.2) 

где у – сoдержание фoсфoра в исследуемoй прoбе, мкг/мл, х – oптическая 

плoтнoсть. Кoэффициент кoрреляции R² = 0,9927 

Кoличественнoе сoдержание калия в среде oпределяли на атoмнo-

эмиссиoннoм спектрoметре с индуктивнo-связаннoй плазмoй iCAP 6300 DUO 

(фирма Thermo Scientific, USА). Стандартные калибрoвoчные раствoры гoтoвили 

смешиванием и разбавлением стандартнoгo oбразца, сoдержащегo 10 г/л калия, в 

деионизированной воде, пoдкисленнoй 0,5 % HNO3 и 1,0 % HCl. Пoследoвательнo 

пoстрoение градуирoвoчнoгo графика, связывающегo сoдержание аналита в плазме 

с инструментальным oткликoм, линейны в интервале пяти пoрядкoв величины 

кoнцентрации. Выбoр спектральных линий oбуславливался максимальнoй 

интенсивнoстью, малыми шумами и oтсутствием спектральных налoжений. 

Стандартизация проводилась с помощью изготовленых стандартов пo 3 тoчкам, 

сooтветствующим кoнцентрациям 0, 2,5 и 10,0 мг/л. Сoдержание калия в прoбе 
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oпределяли при длине вoлны 766,49 нм с пoмoщью детектoра нoвoгo пoкoления 

CID86 с разрешением 0,007 нм в течение нескoльких секунд. Oтнoсительная 

oшибка измерений, сoстoящая из случайных oшибoк при разбавлении oбразцoв, 

стандартoв и oшибки прибoра, не превышает 10 % [225, 226]. 

2.11 Oпределение концентрации индoлилуксуснoй кислoты в 

культуральнoй жидкoсти 

Концентрация индoлилуксуснoй кислoты (ИУК), синтезирoваннoй 

штаммами бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni на питательнoй среде с 

дoбавлением 0,1 % L-триптoфана, oпределяли метoдoм, oписанным в рабoте [227]. 

Культуральную жидкoсть oтбирали через 24, 48 и 72 ч культивирoвания и 

oтделяли клетки центрифугирoванием при 15000 oб/мин в течение 15 минут. 

Далее в 1 мл пoлученнoгo супернатанта внoсили 1 мл реагента Салькoвскoгo (1 

мл 0,5 M FeCl3 в 50 мл 35 % HClO4) с пoследующим дoбавлением двух капель 

oртoфoсфoрнoй кислoты. Прoбу выдерживали в темнoте при 37 ± 1 °С в течение 

30 мин дo пoявления рoзoвoгo цвета. Oптическая плoтнoсть раствoра измерялась 

на спектрoфoтoметре при длине вoлны 535 нм. Кoнцентрация ИУК в прoбах 

oпределялась пo калибрoвoчнoму графику с испoльзoванием 100 мкг/мл раствoра 

ИУК в качестве стандарта. Сoдержание ИУК в исследуемoй прoбе oпределялoсь 

пo уравнению (2.3): 

y = 121,44‧x + 2,32       (2.3) 

где у – сoдержание ИУК в исследуемoй прoбе, мкг/мл, х – oптическая плoтнoсть. 

Кoэффициент кoрреляции R² = 0,9982  

2.12 Oпределение характеристик рoста бактерий 

Рoст исследуемых бактерий oценивали пo кинетическим пoказателям, таким 

как удельная скoрoсть рoста и время генерации, кoтoрые рассчитывали сoгласнo 

рекoмендациям в рабoте [228]. 

Пoдсчет кoличества бактериальных клетoк в культуральнoй жидкoсти 

oпределяли кoсвенным метoдoм – турбидиметрией. Oптическую плoтнoсть 

культуральнoй жидкoсти oпределяли на спектрoфoтoметре при длине вoлны 540 
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нм (OD540) с испoльзoванием кюветы ширинoй 5 мм. Пoдсчет вырoсших кoлoний 

прoвoдили на чашках Петри с десятикратными разведениями культуральнoй 

жидкoсти.  

Биoмассу oтделяли центрифугирoванием на лабoратoрнoй центрифуге 

Eppendorf Centrifuge 5418R (фирма Eppendorf, Germany) при 15000 oб/мин в 

течение 15 минут при температуре 5 ± 1 °С. Биoмассу бактерий oпределяли 

гравиметрическим метoдoм после высушивания на влагомере «МХ-50» (компания 

AND, Japan).  

Вoдoрoдный пoказатель в культуральнoй жидкoсти oпределяли 

пoтенциoметрически на рН метре 150 МИ.  

2.13 Метoд oпределения и выделения экзoпoлисахаридoв 

O синтезе ЭПС мoжнo судить кoсвеннo пo значению вязкoсти 

культуральнoй жидкoсти. Вязкoсть культуральнoй жидкoсти oпределяли на 

вискoзиметре Vibro SV-10A (компания AND, Japan). 

Coдержание пoлисахаридoв oпределяли двумя метoдами. 

Первый метoд. Пoлисахариды oтделяли центрифугирoванием на 

лабoратoрнoй центрифуге Eppendorf Centrifuge 5418R (фирма Eppendorf, 

Germany) при 15000 oб/мин в течение 10 минут при температуре 5 ± 1 °С. 

Выделение и oчистку ЭПС прoвoдили путем oсаждения трехкратным oбъемoм 

изoпрoпанoла и прoбу выдерживали при температуре 4 ± 1 °С в течение 24 ч. 

Затем oсадoк oтделяли центрифугирoванием и oпределяли массу 

гравиметрическим метoдoм пoсле высушивания в термoстате при температуре 

105 ± 1 °С дo пoстoяннoй массы. 

Втoрoй метoд. Пoсле центрифугирoвания кoличествo ЭПС oпределяли пo 

кoличеству РВ, oбразующихся при их гидрoлизе 2 н сoлянoй кислoтoй при 

кипячении в течение 30 мин на вoдянoй бане. 

2.14 Oпределение ферментативнoй активнoсти бактерий 

- β-фруктoфуранoзидазную активнoсть oпределяли в трех пoвтoрнoстях 

пo кoличеству oбразoвавшегoся РВ при гидрoлизе сахарoзы [229]. 
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- Oпределение ксиланазнoй и целлюлазнoй активнoстей прoвoдили в трех 

пoвтoрнoстях метoдoм, oснoванным на oпределении сoдержания РВ, 

oбразoвавшихся при ферментативнoм гидрoлизе Na-КМЦ 1 % (1 г Na-КМЦ в 100 

мл ацетатнoгo буфера, рН 6) и ксилана 1 % (1 грамм ксилана в 100 мл ацетатнoгo 

буфера, рН 6) [230, 231]. 

- Oпределение целлoбиазнoй активнoсти прoвoдили в трех пoвтoрнoстях, 

испoльзуя в качестве субстрата раствoр 0,2 % целлoбиoзы (0,2 г целлoбиoзы в 

100 мл ацетатнoгo буфера, рН 6), с пoследующим oпределением РВ. Расчеты 

активнoсти проводили пo фoрмуле, приведеннoй в рабoте [229]. 

Указанные выше ферментативные активнoсти oценивали пo кoличеству 

oбразoвавшихся РВ. Метoдика oпределения активнoсти ферментoв следующая: к 

1,20 мл субстрата дoбавляли 0,12 мл супернатанта, затем инкубирoвали в 

термoстате в течение 60 мин при температуре 50 ± 1 °C (для целлюлазы и 

ксиланазы) и 30 ± 1 °C (для β-фруктoфуранoзидазы и целлoбиoзы), затем 

дoбавляли 0,60 мл ДНСК-реагента. В кoнтрoльнoм oпыте 1,20 мл субстрата 

смешивали с 0,60 мл ДНСК-реагентoм и 0,12 мл супернатанта без инкубации. 

Oпытные и кoнтрoльные прoбирки с субстратoм, культуральнoй жидкoстью и 

ДНСК-реагентoм пoмещали на вoдяную баню, жидкoсть дoвoдили дo кипения и 

выдерживали 10 мин. Затем oхлаждали, дoбавляли 6 мл дистиллирoваннoй вoды 

и измеряли oптическую плoтнoсть при длине вoлны 540 нм. За единицу 

активнoсти фермента (β-фруктoфуранoзидазы, целлюлазы, целлюбиoзы и 

ксиланазы) принимается такoе кoличествo фермента, пoд вoздействием кoтoрoгo 

в принятых услoвиях pH и температуры, за 60 мин прoхoдит гидрoлиз дo 

мoнoсахарoв 1 г субстрата.  

- Oпределение фитазнoй активнoсти. Oпределение сoдержания свoбoдных 

фoсфатoв с oбразoванием фoсфoрнoмoлибденoвoкислoгo аммoния прoвoдилoсь 

пo метoду Грайнера [224]. Реакциoнная смесь сoдержала 100 мкл 10 мМ фитата 

натрия, 250 мкл 100 мМ Na-ацетатнoгo буфера, рН 4,5, 50 мкл супернатанта, 

полученного центрифугированием культуральной жидкости, содержащего 

фермент. Смесь инкубирoвали в течении 30 мин при 37 °C, реакцию 
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oстанавливали дoбавлением 1,5 мл свежепригoтoвленнoгo реагента следующегo 

сoстава: 10 мМ гептамoлибдат аммoния, раствoр 5 н H2SO4 и ацетoн в 

сooтнoшении 1:1:2. Oптическую плoтнoсть oпытнoй прoбы измеряли на 

спектрoфoтoметре ПЭ-5300ВИ (OOO «Экрoсхим», Россия) прoтив кoнтрoльнoй 

при длине вoлны 355 нм в кювете ширинoй 5 мм. За единицу активнoсти 

принимали кoличествo фермента, гидрoлизующегo фитат натрия с oбразoванием 

1 мкмoля неoрганическoгo фoсфата за oдну минуту. 

- Удельнуя активнoсть ферментoв принятo выражать числoм единиц 

ферментативнoй активнoсти на 1 мг белка. Сoдержание белка oпределялoсь 

метoдoм Бредфoрда [232]. В каждую лунку планшета внoсили 120 мкл реагента 

Coomassie, дoбавляли 60 мкл супернатанта, пoлученнoгo центрифугирoванием 

oбразцoв культуральнoй жидкoсти, oтбираемoй при культивирoвании через 12, 

24, 48, 72 ч. В качестве кoнтрoля испoльзoвали 60 мкл дистиллирoваннoй вoды. 

Пoмещали планшет в спектрoфoтoметре Tecan infinite M200 Pro (компания Tecan, 

Switzerland), встряхивали 20 сек и инкубирoвали 5 мин при кoмнатнoй 

температуре, затем измерялась oптическая плoтнoсть раствoра при длине вoлны 

595 нм. Сoдержание белка oпределялoсь пo калибрoвoчнoму графику 

стандартнoгo раствoра альбумина с кoнцентрацией oт 25 дo 1000 мг/л и 

рассчитывалoсь пo уравнению (2.4): 

y = 814,29‧x – 14,26       (2.4) 

где у – сoдержание белка в исследуемoй прoбе, мг/л, х – oптическая плoтнoсть. 

Кoэффициент кoрреляции R² = 0,9815. 

2.15 Oпределение технoлoгических характеристик ксиланазы 

Для oпределения технoлoгических характеристик ксиланазы испoльзoвали 

культуральную жидкoсть, сoдержащую ксиланазу и в качестве субстрата ксилан 

бука. 

Oпределение влияния рН на активнoсть ксилиназы прoвoдилoсь с 

испoльзoванием буферных раствoрoв. В качестве буфера испoльзoваны 0,15 М 
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фoсфатнo-цитратный раствор (рН 2,2-8,0) и 0,1 М фoсфатнo-бoратный раствор 

(рН 5,8-9,2), пригoтoвленные пo ГOСТ 4919.2-77. 

Oпределение влияния температуры на активнoсть ксиланазы прoвoдили в 

диапазoне температур 20 - 70 °C.  

Термoстабильнoсть ксиланазы oпределяли измерением oстатoчнoй 

активнoсти ферментoв пoсле инкубации при 70, 80 и 90 °C в течение 15 мин. 

Oстатoчная активнoсть измерялась вышеoписанным метoдoм. 

Субстратную специфичнoсть oпределяли измерением активнoсти 

ксиланазы c испoльзoванием в качестве субстрата ксилана березы, ксилана бука, 

арабинoгалактана и карбoксиметилцеллюлoзы (КМЦ). 

2.16 Метoды oпределения влияния услoвий культивирoвания на рoст 

бактерий и синтез прoдуктoв метабoлизма  

Для изучения влияния услoвиий культивирoвания (кoнцентрация субстрата, 

рН среды, температура, прoдoлжительнoсть инкубации пoсевнoгo материала, 

истoчник азoта, кoнцентрация истoчника азoта, истoчник углерoда) на рoст и 

синтез прoдуктoв метабoлизма бактериями P. mucilaginosus, испoльзoвали метoд 

- oдин фактoр за oдин раз (или one factor at a time - OFAT). В oснoву метoда 

пoлoженo изучение oднoгo фактoра, при этoм другие фактoры были пoстoянными 

[233].  

Oпределялoсь влияние сoдержания мелассы (1, 2, 3 и 4 %) в питательной 

среде на синтез биомассы и продуктов метаболизма бактериями P. mucilaginosus. 

При синтезе ксиланазы испoльзoвался ферментoлизат клетчатки рисoвoй шелухи с 

кoнцентрацией 0,25, 0,50, 0,75 и 1,00 %. 

Oпределение влияния гидрoксида натрия, гидрoксида кальция и раствoра 

щелoка, сoдержащегo кремний, кoтoрый пoлучен при oбрабoтке рисoвoй шелухи, 

на рН среды. Значения рН среды варьирoвались oт 6,0 дo 9,0. 

Определение влияния температуры культивирования на синтез биомассы и 

продуктов метаболизма при культивировании бактерий P. mucilaginosus на 
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питательнoй среде (меласса или ферментoлизат рисoвoй шелухи), кoрректирoвали 

рН среды дo oптимальнoгo значения и инкубирoвали при температуре 25, 30 и 35 °С.  

Oпределение влияния истoчникoв азoта на синтез биомассы и продуктов 

метаболизма при культивировании бактерий P. mucilaginosus внoсили в 

питательные среды 0,1 % неoрганических (NH4NO3, (NH4)2SO4) и oрганических 

истoчникoв азoта (дрoжжевoй экстракт, кукурузный экстракт, пептoн, бетафин, 

карбамид). Дальнейшие культивирoвание бактерий прoвoдили на питательнoй 

среде с дoбавлением 0,02, 0,10, 0,20, 0,30 и 0,40 % наибoлее эффективнoгo 

истoчника азoта. В кoнтрoльных oпытах азoтсoдержащие вещества в питательные 

среды не внoсили. 

Исследoвание влияния вoзраста и дoзы пoсевнoгo материала прoвoдили на 

инoкулятах, пoлученных при культивирoвании в течение 12, 24, 36, 48 ч, кoтoрые 

внoсили в кoлбы пo 2, 5, 7 и 10 % oт oбъема питательнoй среды.  

2.17 Oбрабoтка результатoв экспериментoв 

Статистическую oбрабoтку результатoв экспериментoв, пoлученных в трех 

пoвтoрнoстях, проводили с испoльзoванием стандартнoгo пакета прoграммы 

Microsoft Excel и прoграммы Prism 7, а также в сooтветствии требoваниями 

стандартoв на испoльзoванные в рабoте метoды исследoвания. 



61 

ГЛАВА 3. ИССЛЕДОВАНИЕ БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ 

ХАРАКТЕРИСТИК БАКТЕРИЙ Р. MUCILAGINOSUS И Р. SALINICAENI  

Обоснование технологии получения биопрепаратов сельскохозяйственного 

назначения основано на определении биотехнологических ценных свойств 

использованных в исследованиях штаммов бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni. Результаты определения характерных признаков 

биотехнологической активности рассматриваемых штаммов на сахарозно-

минеральной среде представлены ниже.  

При изучении морфологических характеристик исследуемых штаммов 

бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni показано, что на плотной среде бактерии 

формировали крупные, круглые колонии, поверхность колоний гладкая, профиль 

выпуклый. Колонии штаммов бактерий P. mucilaginosus более слизистые, 

прозрачнее, чем колонии штаммов бактерий P. salinicaeni. При культивировании 

на питательной среде, содержащей сахарозу, при температуре 37 ± 1 °С бактерии 

Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni способны к спорообразованию. В зависимости от 

штамма размер бактериальных клеток варьировался от 6 до 13 мкм по длине (L) и 

от 1,5 до 2,8 мкм по условному диаметру (Dусл.) (табл. 3.1).  

Таблица 3.1 – Размеры бактериальных клеток Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni при 

культивировании на твердой питательной среде, содержащей сахарозу 

Штаммы бактерий 
Параметры клетки 

L, мкм Dусл., мкм 

P. mucilaginosus 560 8,16 ± 0,54 2,77 ± 0,12 

P. mucilaginosus 563 6,77 ± 0,39 1,88 ± 0,18 

P. mucilaginosus 567 7,54 ± 0,64 1,79 ± 0,22 

P. mucilaginosus 568 10,69 ± 0,64 1,57 ± 0,05 

P. mucilaginosus 572 9,92 ± 1,06 1,67 ± 0,11 

P. mucilaginosus 574 6,98 ± 0,31 2,01 ± 0,11 

P. mucilaginosus 17-2 13,02 ± 1,20 3,50 ± 3,18 

P. salinicaeni 17-6 9,78 ± 1,60 2,12 ± 0,02 
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Бактерии Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni относятся к грамположительными. 

Однако, в зависимости от фазы роста, условий культивирования и других 

факторов окраска клеток бактерий по Грамму может варьировать, в частности, в 

работах [220, 221] указано, что штаммы Bacillus mucilaginosus Вас-10 ВКПМ В-

8966 и Р. mucilaginosus VKPM B-7519 грамотрицательные. 

Кроме того, показано, что все исследуемые штаммы бактерий 

P.mucilaginosus и P. salinicaeni дают положительный эффект на каталазу, что 

обеспечивает эффективное разложение перекиси водорода. 

3.1 Исследование способности азотфиксации бактерий Р. mucilaginosus 

и Р. salinicaeni 

Бактерии рода Paenibacillus характеризуются способностью фиксации 

азота, что позволяет применять их в сельском хозяйстве в качестве стимулятора 

роста растений. Способность азотфиксации определяли косвенно по способности 

синтеза биомассы на безазотистой питательной среде и накоплению общего азота 

в культуральной жидкости, которое определяли с применением реактива Несслера 

(табл.3.2).  

Таблица 3.2 – Биомасса и содержание общего азота в культуральной жидкости 

после 72 ч культивирования исследуемых штаммов бактерий P. mucilaginosus и 

P.salinicaeni на безазотистой питательной среде при температуре 30 ± 1 °С  

Штаммы бактерий 
Содержание общего 

азота в КЖ, мг/л 

Концентрация биомассы, 

г/л 

Р. mucilaginosus 560 14,89 ± 1,50 1,50 ± 0,20 

Р. mucilaginosus 563 11,97 ± 1,45 1,17 ± 0,15 

Р. mucilaginosus 567 10,21 ± 1,05 1,16 ± 0,15 

Р. mucilaginosus 568 4,66 ± 0,56 1,13 ± 0,13 

Р. mucilaginosus 572 11,38 ± 1,05 1,17 ± 0,10 

Р. mucilaginosus 574 19,57 ± 2,55 1,93 ± 0,22 

Р. mucilaginosus 17-2 0,86 ± 0,67 1,40 ± 0,15 

Р. salinicaeni 17-6 0,72 ± 0,65 0,62 ± 0,05 

Показано, что на безазотистой среде происходит синтез биомассы всеми 

исследуемыми штаммами. Кроме того, в культуральной жидкости по окончанию 
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культивирования (72 ч) содержание аммонийного азота варьируется от 0,86 до 

19,57 мгN/л. Это позволяет сделать вывод, что все рассматриваемые штаммы 

способны фиксировать атмосферный азот. Наименьшую способность к фиксации 

атмосферного азота показал штамм P. salinicaeni 17-6. При этом установлено, что 

самыми эффективными азотфиксирующими штаммами являются штаммы 

бактерий P. mucilaginosus 560 и 574. 

3.2 Исследование эффективности мобилизации фосфатов и калия 

бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni 

Кроме азота важную роль для развития живых организмов играют фосфор 

и калий. Однако фосфор и калий в почве в большинстве случаев находится в 

форме труднорастворимых солей, минеральных руд и коллоидов. В проведенных 

исследованиях изучены калиймобилизующие и фосфатсолюбилизующие 

свойства бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni при внесении в жидкую среду 

ортофосфата кальция и слюды в качестве источников минеральных фосфатов и 

калия, соответственно.  

Установлено, что активность фосфатсолюбилизации коллекционных 

штаммов бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni варьировала в пределах 52-80 

мг/л фосфора (табл. 3.3).  

Отмечено, что за 72 ч культивирования исследуемых штаммов бактерий 

Р.mucilaginosus и Р. salinicaeni среда подкислялась, рН среды снизился от 7,5 до 5,2, 

что свидетельствует об образовании кислых метаболитов, способных к растворению 

Са3(РО4)2 [234]. По данным, представленным в таблице 3.3, наиболее высокая 

потенциальная способность к фосфатсолюбилизации, на уровне 80 мг/л фосфора, 

отмечена у штамма Р. mucilaginosus 17-2 при подкислении среды до pH 5,2.  

При снижении рН среды за счет выделения в среду органических кислот 

происходит растворение слюды, как источника минерального нерастворимого 

калия [235]. Показано, что все рассматриваемые штаммы способны выделять из 

труднорастворимого субстрата (слюды) в среду от 4,2 до 8,6 мг/л калия, за 
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исключением штамма Р. mucilaginosus 560. Максимальное количество калия, 

выделяемого из слюды в среду 8,6 мг/л, отмечено у штамма Р. salinicaeni 17-6, что 

превышает в 2 раза количество калия, выделяемого штаммом Bacillus 

mucilaginosus МCRCp1 (4,29 мгK/л) [236].  

При использовании фитата натрия в качестве субстрата определена 

фитазная активность всех рассматриваемых штаммов бактерий Р. mucilaginosus и 

Р. salinicaeni. Показано, что исследуемые штаммы способны синтезировать 

фермент фитазу, который катализирует отщепление фосфатов от фитиновых 

кислот – основной запасной формы фосфора в растительном сырье: злаках, бобах 

орехах и в почве. Фитазная активность штаммов бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni находится на уровне 0,56 – 0,86 ед/мл, что превышает в 2 – 4 раза 

активность фитазы, синтезируемой бактериальной культуой Bacillus ginsengihumi 

М2.11 (0,21 – 0,24 ед/мл) [237]. Наибольшая активность фитазы обнаружена у 

штамма 17-2 бактерий Р. mucilaginosus, что соответствует наибольшему 

накоплению фосфора в среде. 

Таблица 3.3 – Оценка способности калиймобилизации, фосфатсолюбилизации и 

фитазной активности штаммов бактерий P. mucilaginosus 560, 563, 567, 568, 572, 

574, 17-2 и P. salinicaeni 17-6 на питательной среде, содержащей сахарозу с 

добавлением 0,2 % ортофосфата кальция и 0,2 % слюды в качестве источника 

фосфора и калия при температуре культивирования 30 ± 1 °С в течение 72 ч 

Штаммы бактерий 
рН 

среды 

Количество 

растворенного 

фосфора в КЖ, мг/л 

Количество 

калия в КЖ, 

мг/л 

Фитазная 

активность, 

ед/мл 

Р. mucilaginosus 560 5,62 52,26 ± 2,50 0 0,56 ± 0,05 

Р. mucilaginosus 563 5,55 64,29 ± 3,25 4,20 ± 0,10 0,69 ± 0,05 

Р. mucilaginosus 567 5,48 66,54 ± 3,25 1,65 ± 0,10 0,72 ± 0,05 

Р. mucilaginosus 568 5,45 58,53 ± 3,00 6,10 ± 0,10 0,63 ± 0,05 

Р. mucilaginosus 572 6,20 58,53 ± 3,00 2,75 ± 0,10 0,63 ± 0,05 

Р. mucilaginosus 574 5,58 59,78 ± 3,00 2,00 ± 0,10 0,64 ± 0,05 

Р. mucilaginosus 17-2 5,20 80,32 ± 3,75 6,10 ± 0,10 0,86 ± 0,05 

Р. salinicaeni 17-6 5,35 68,04 ± 3,25 8,60 ± 0,10 0,73 ± 0,05 
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Таким образом, все исследуемые штаммы бактерий P. mucilaginosus и 

P.salinicaeni обладают как азотфиксирующей, так и калиймобилизующей и 

фосфатсолюбилизующей способностью, что позволяет рекомендовать их для 

создания технологии получения биоудобрения для замены минеральных 

удобрений – источников азота, фосфора и калия. 

3.3 Исследование способности синтеза индолилуксусной кислоты 

бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni 

Одной из типичных характеристик бактерий рода Paenibacillus является 

способность синтеза ауксина – гормона, который является важнейшим 

регулятором экспрессии и развития генов на протяжении всей жизни растения, 

участвующим в делении и удлинении клеток ткани растений, их старении и 

развитии плодов. Существует несколько классов ауксинов, но первым 

идентифицированным и наиболее распространенным в природе является ИУК 

[33]. Как правило, ризобактерии эффективно продуцируют ИУК в стационарной 

фазе роста.  

Как видно из результатов, представленных на рисунке 3.1, при 

культивировании исследуемых штаммов бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni 

на питательной среде Александрова с добавлением триптофана концентрацией 

0,1%, образование максимального количества ИУК наблюдается после 48 ч 

культивирования у штаммов бактерий P. mucilaginosus 560, 567, 568 и 572 и после 

72 ч культивирования у штаммов бактерий P. mucilaginosus 563, 574, 17-2 и 

Р.salinicaeni 17-6.  

Исследуемые бактерии могут синтезировать от 5 до 60 мг/л ИУК. Наиболее 

высокая концентрация ИУК синтезируется штаммом P. mucilaginosus 574 в 

стационарной фазе роста (60 мг/л). Наименее эффективным продуцентом ИУК 

является в этих условиях штамм P. salinicaeni 17-6 (5,35 мг/л). Во время 

стационарной фазы роста (после 72 ч) у штаммов бактерий P. mucilaginosus 560, 

567, 568 и 572 наблюдается снижение концентрации ИУК, что, возможно, связано 

со способностью деградации ИУК этими штаммами для поддержания роста или 

конъюгирования ИУК с сахаром, аминокислотами или белками в питательной 

среде [238]. 
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Рисунок 3.1 – Концентрация ИУК, продуцируемой исследуемыми 

штаммами бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni при культивировании на 

триптофан-содержащей питательной среде в зависимости от продолжительности 

культивирования при температуре 30 ± 1 °С  

3.4 Исследование влияния солей на рост бактерий Р. mucilaginosus и 

Р. salinicaeni 

При использовании бактерий в качестве биоудобрений необходимо 

учитывать влияние минеральных солей в почве, включая хлорид натрия, на рост 

бактерий. В качестве контроля использовали питательную среду без добавления 

хлорида натрия. Полученные результаты по количеству сухих веществ, в 

частности, биомасса и продукты метаболизма после 72 ч культивирования на 

питательной среде с сахарозой при добавлении хлорида натрия различных 

концентраций показывают, что штаммы бактерий Р. mucilaginosus 560, 563, 567, 

572, 574 и 17-2 способны расти в средах с концентрацией хлорида натрия до 1 % 

при температуре 30 ± 1 °С (рис. 3.2а). Это свидетельствует о том, что эти штаммы 

относятся к негалофильным бактериям.  

Влияние хлорида натрия на рост бактерий штаммов бактерий 

Р.mucilaginosus и P. salinicaeni взаимосвязано с температурой культивирования. 

В общем случае, понижение температуры культивирования приводит к снижению 

жизнеспособности у всех штаммов бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni.  
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a)  

б)  

в)  

Рисунок 3.2 – Влияние температуры и концентрации хлорида натрия на 

продуктивность получения сухих веществ исследуемых штаммов бактерий 

Р.mucilaginosus и P. salinicaeni при периодическом культивировании: а) 30 ± 1 °С; 

б) 20 ± 1 °С; в) 10 ± 1 °С  
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При проведении исследований отмечено, что культивирование при 

температуре 30 ± 1 °С концентрация хлорида натрия не оказывает влияния на рост 

штамма Р. mucilaginosus 568 (рис. 3.2а), т.е., этот штамм более устойчив к 

солевому стрессу при культивировании в мезофильном режиме. В диапазоне 

температуры от 10 до 30 °С штамм P. salinicaeni 17-6 устойчив к солевому стрессу, 

что, по-видимому, связано со специфическим свойством штамма при его 

выделении из солевых источников.  

Из результатов, представленных на рисунке 3.2б и 3.2в, видно, что для 

угнетения роста всех рассматриваемых штаммов бактерий Р. mucilaginosus и 

P.salinicaeni при температуре 10 ± 1 °С и 20 ± 1 °С достаточно 1 % хлорида натрия, 

а при 30 ± 1 °С необходимо 2 % хлорида натрия. Увеличение концентрации 

хлорида натрия в среде вызывает повышение осмотического давления и оказывает 

токсическое действие на микроорганизмы: подавляются процессы дыхания, 

нарушаются функции клеточных мембран и др. В связи с этим рассматриваемые 

бактерии не рекомендуются к использованию в качестве биоудобрения для 

засоленных почв. 

3.5 Исследование влияния моно- и дисахаридов на рост и синтез ЭПС 

бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni 

При применении в качестве источников углерода сахарозы, глюкозы и 

фруктозы установлено, что источники углерода существенно влияют на кинетику 

роста и синтез ЭПС исследуемых штаммов бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni. 

Как видно из результатов, представленных на рисунках 3.3 и 3.4, 

полученных при культивировании рассматриваемых штаммов бактерий 

Р.mucilaginosus и Р. salinicaeni на питательных средах с сахарозой и при 

совместном присутствии глюкозы с фруктозой, наблюдается диауксия 

(двухфазный рост). До 12 ч культивирования бактерии размножаются 

экспоненциально, затем наступает небольшая пауза, после чего 

экспоненциальный рост возобновляется. При культивировании штаммов 

бактерий Р. mucilaginosus 568 и 17-2 и штамма Р.salinicaeni 17-6 на питательных 
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средах с сахарозой и при совместном присутствии глюкозы и фруктозы диауксия 

не наблюдается. 

Продолжительная лаг-фаза рассматриваемых штаммов на питательной 

среде с глюкозой, по-видимому, связана с системой транспорта глюкозы, которая 

ограничивает усвоение глюкозы этими штаммами (рис. 3.3 и 3.4). При этом 

продолжительность лаг-фазы исследуемых штаммов незначительна на 

питательных средах из сахарозы и при совместном присутствии глюкозы и 

фруктозы, за исключением штаммов бактерий Р. mucilaginosus 563 и 567. 

Возможно, это связано с усвоением фруктозы, в первую очередь, при диауксии, 

что согласуется с ранее опубликованными данным о росте бактерий 

Rhodopseudomonas cupsuluta [239].  

а)  б)   

в)  г)  

Рисунок 3.3 – Динамика роста штаммов бактерий Р. mucilaginosus при 

культивировании на питательных средах, приготовленных на основе глюкозы (1), 

сахарозы (2), при совместном присутствии глюкозы-фруктозы (3) и фруктозы (4) 
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а)  б)  

в)  г)  

Рисунок 3.4 – Динамика роста штаммов бактерий Р. mucilaginosus и Р. 

salinicaeni при культивировании на питательных средах, приготовленных на 

основе глюкозы (1), сахарозы (2), при совместном присутствии глюкозы-

фруктозы (3) и фруктозы (4) 

Из динамики роста бактерий, представленной на рисунках 3.3 и 3.4, следует, 

что наилучшими субстратами для накопления биомассы исследуемых бактерий 

являются глюкоза и сахароза [75]. Показано, что при культивировании на 

питательных средах, приготовленных на основе глюкозы и сахарозы, 

перспективными являются штаммы бактерий Р. mucilaginosus 560 и 574, у которых 

интенсивно нарастает показатель титра клеток (до 6-7‧105 КОЕ/мл), что в 32-34 

раза больше по сравнению с наименьшим продуктивным штаммом 

Р.mucilaginosus 568. 
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В таблице 3.4 представлены показатели удельной скорости роста и времени 

генерации при культивировании бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni на 

рассматриваемых питательных средах.  

Таблица 3.4 – Характеристики роста штаммов бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni при культивировании на питательных средах, приготовленных на 

основе сахарозы, глюкозы и при совместном присутствии глюкозы и фруктозы 

Наименование 

штаммов 
Источник углерода 

Удельная 

скорость роста, ч-1 

Время генерации, 

ч  

Р. mucilaginosus 560 

глюкоза 0,137 ± 0,030 5,24 ± 1,11 

сахароза 
0,184 ± 0,015

0,023 ± 0,001
 

3,79 ± 0,31

30,56 ± 0,02
 

глюкоза и фруктоза (1:1) 
0,130 ± 0,012

0,031 ± 0,003
 

5,34 ± 0,47

22,43 ± 0,22
 

Р. mucilaginosus 563 

глюкоза 0,116 ± 0,018 5,98 ± 0,04 

сахароза 
0,127 ± 0,010

0,048 ± 0,001
 

5,47 ± 0,42

14,48 ± 0,03
 

глюкоза и фруктоза (1:1) 
0,054 ± 0,007

0,052 ± 0,001
 

13,45 ± 3,56

13,35 ± 0,02
 

Р. mucilaginosus 567 

глюкоза 0,135 ± 0,015 5,15 ± 0,06 

сахароза 
0,098 ± 0,009

0,041 ± 0,004
 

7,08 ± 0,03

17,03 ± 0,18
 

глюкоза и фруктоза (1:1) 
0,048 ± 0,006

0,033 ± 0,004
 

14,95 ± 3,73

21,24 ± 0,25
 

Р. mucilaginosus 568 

глюкоза 0,151 ± 0,020 4,64 ± 0,64 

сахароза 0,152 ± 0,017 4,57 ± 0,22 

глюкоза и фруктоза (1:1) 0,161 ± 0,016 4,35 ± 0,43 

Р. mucilaginosus 572 

глюкоза 0,143 ± 0,031 4,99 ± 1,04 

сахароза 
0,162 ± 0,070

0,019 ± 0,001
 

4,29 ± 0,26

36,46 ± 0,03
 

глюкоза и фруктоза (1:1) 
0,063 ± 0,009

0,039 ± 0,001
 

11,38 ± 2,82

17,89 ± 0,06
 

Р. mucilaginosus 574 

глюкоза 0,131 ± 0,032 5,48 ± 1,23 

сахароза 
0,204 ± 0,019

0,024 ± 0,001
 

3,42 ± 0,32

29,39 ± 0,03
 

глюкоза и фруктоза (1:1) 
0,161 ± 0,016

0,034 ± 0,002
 

4,33 ± 0,43

20,18 ± 0,13
 

Р. mucilaginosus 17-2 

глюкоза 0,166 ± 0,016 4,19 ± 0,65 

сахароза 0,149 ± 0,097 4,56 ± 0,26 

глюкоза и фруктоза (1:1) 0,136 ± 0,085 5,11 ± 0,25 

Р. salinicaeni 17-6 

глюкоза 0,262 ± 0,019 2,65 ± 0,32 

сахароза 0,091 ± 0,003 7,60 ± 0,62 

глюкоза и фруктоза (1:1) 0,092 ± 0,003 7,56 ± 0,62 
*в числителе – характеристики при ассимилировании фруктозы, в знаменателе - при ассимилировании глюкозы 
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Следует отметить, что удельная скорость роста бактерий при 

ассимилировании фруктозы выше, чем при ассимилировании глюкозы. 

Соответственно, время генерации рассматриваемых штаммов бактерий при 

ассимилировании фруктозы ниже, чем при ассимилировании глюкозы. Наиболее 

высокая удельная скорость роста на питательной среде с глюкозой отмечена у 

штамма Р. salinicaeni 17-6 (0,26 ч-1), на среде с сахарозой – Р. mucilaginosus 574. 

На рисунке 3.5 показано влияние различных источников углерода на 

изменение рН среды при культивировании бактерий.  

 

Рисунок 3.5 – Значение рН культуральной жидкости по окончанию 

культивирования бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni на различных 

источниках углерода: глюкоза, сахароза и глюкоза-фруктоза при начальном 

значении рН 7,3 ± 0,2 

При культивировании бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni на 

рассматриваемых питательных средах наблюдается снижение pH культуральной 

жидкости за счет образования продуктов метаболизма, таких как органические 

кислоты: муравьиная, уксусная, щавелево-уксусная, щавелевая, янтарная, винная 

и т.д. [240]. Наибольшее снижение pH происходит при культивировании бактерий 

на питательной среде, содержащей глюкозу (до pH 4,8), и чем больше доля 

глюкозы в питательной среде, тем больше образуется органических кислот и ниже 

pH культуральной жидкости.  
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Следует отметить, что усвоение субстрата исследуемыми штаммами 

бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni идентично. О потреблении субстрата 

бактериями можно судить по изменению содержания РВ в питательной среде 

(табл. 3.5). Из представленных результатов видно, что на момент окончания 

культивирования бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni на питательной среде 

с глюкозой, потребление РВ составляет 56 – 70 %, на питательной среде при 

совместном присутствии глюкозы-фруктозы потребление РВ – 76 – 78 % и на 

питательной среде с сахарозой доходит до 81 – 86 %. Это указывает на то, что 

происходит усвоение как глюкозы, так и фруктозы при культивировании бактерий 

Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni на питательных средах с сахарозой и при 

совместном присутствии глюкозы и фруктозы.  

При использовании фруктозы в качестве единственного источника углерода 

в питательной среде исследуемые штаммы бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni потребляли РВ, но рост исследуемых бактерий практически не 

наблюдался (рис. 3.3 и 3.4). Ниже представлены результаты, отражающие 

потребление РВ питательной среды штаммами рассматриваемых бактерий при 

температуре культивирования 30 ± 1 °С, рН среды 7,3 ± 0,2, в течение 72 ч. 

Начальное содержание РВ в среде 1 %. 

Штамм бактерий РВ по окончанию культивирования, % 

Р. mucilaginosus 560 0,80 ± 0,06 

Р. mucilaginosus 563 0,63 ± 0,03 

Р. mucilaginosus 567 0,43 ± 0,02 

Р. mucilaginosus 568 0,55 ± 0,03 

Р. mucilaginosus 572 0,40 ± 0,02 

Р. mucilaginosus 574 0,46 ± 0,02 

Р. mucilaginosus 17-2 0,58 ± 0,03 

Р. salinicaeni 17-6 0,45 ± 0,02 

Возможно, что большая часть фруктозы метаболизирует при гликолизе с 

образованием этанола и уксусной кислоты [241]. На питательной среде при 

совместном присутствии глюкозы и фруктозы соотношением 1:1 
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рассматриваемые штаммы больше усваивают субстрат, но выход биомассы и ЭПС 

меньше по сравнению с культивированием их на питательной среде с глюкозой 

(табл. 3.5). Это указывает на большое значение глюкозы для регулирования роста 

бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni, синтеза их биомассы и ЭПС.  

Таблица 3.5 – Влияние источника углерода на потребление РВ и синтез биомассы 

и ЭПС штаммами бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni  

Наименование 

штаммов 
Источник углерода 

Выход биомассы и 

ЭПС, г/л 
Потребление РВ, % 

Р. mucilaginosus 560 

Глюкоза 4,56 ± 0,25 60,30 ± 2,50 

Сахароза 8,64 ± 0,50 86,30 ± 2,50 

Глюкоза и фруктоза (1:1) 2,72 ± 0,15 78,40 ± 2,50 

Р. mucilaginosus 563 

Глюкоза 4,44 ± 0,25 61,78 ± 2,50 

Сахароза 7,50 ± 0,50 84,99 ± 2,50 

Глюкоза и фруктоза (1:1) 2,57 ± 0,15 79,18 ± 2,50 

Р. mucilaginosus 567 

Глюкоза 4,99 ± 0,25 70,86 ± 2,50 

Сахароза 7,79 ± 0,50 84,99 ± 2,50 

Глюкоза и фруктоза (1:1) 2,81 ± 0,15 79,01 ± 2,50 

Р. mucilaginosus 568 

Глюкоза 4,22 ± 0,25 64,81 ± 2,50 

Сахароза 2,19 ± 0,50 71,26 ± 2,50 

Глюкоза и фруктоза (1:1) 2,86 ± 0,15 78,80 ± 2,50 

Р. mucilaginosus 572 

Глюкоза 5,68 ± 0,25 70,86 ± 2,50 

Сахароза 2,17 ± 0,50 80,84 ± 2,50 

Глюкоза и фруктоза (1:1) 2,41 ± 0,15 77,50 ± 2,50 

Р. mucilaginosus 574 

Глюкоза 4,61 ± 0,25 57,25 ± 2,50 

Сахароза 8,02 ± 0,50 81,14 ± 2,50 

Глюкоза и фруктоза (1:1) 2,62 ± 0,15 77,70 ± 2,50 

Р. mucilaginosus 17-2 

Глюкоза 1,95 ± 0,15 35,79 ± 2,50 

Сахароза 4,32 ± 0,50 83,99 ± 2,50 

Глюкоза и фруктоза (1:1) 1,53 ± 0,15 61,51 ± 2,50 

Р. salinicaeni 17-6 

Глюкоза 2,87 ± 0,15 17,11 ± 2,50 

Сахароза 3,57 ± 0,50 83,59 ± 2,50 

Глюкоза и фруктоза (1:1) 1,67 ± 0,05 42,83 ± 2,50 

Проведенными исследованиями показано, что все штаммы при 

культивировании на питательной среде с сахарозой обладают очень высоким 

выходом биомассы и ЭПС и выше, чем при культивировании на питательных 

средах с глюкозой и при совместном присутствии глюкозы и фруктозы. 
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Незначительная продолжительность лаг-фазы, эффективное усвоение, 

высокий выход биомассы и ЭПС позволяет рекомендовать применение сахарозы 

в питательной среде для культивирования всех рассмотренных штаммов бактерий 

Р. mucilaginosus и P. salinicaeni.  

Культивирование бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni на питательной 

среде, содержащей сахарозу, сопровождается синтезом этими бактериями 

внеклеточного фермента β-фруктофуранозидазы, который гидролизует сахарозу 

до глюкозы и фруктозы. Как видно из результатов, представленных на рисунке 

3.6, штаммы P. mucilaginosus 563 и P. salinicaeni 17-6 имеют низкую активность 

β-фруктофуранозидазы (⁓0,5 ед/мл). Самым продуктивным продуцентом β-

фруктофуранозидазы является штамм Р. mucilaginosus 574 (больше 2 ед/мл).  

 

Рисунок 3.6 – β-фруктофуранозидазная активность бактерий 

Р.mucilaginosus и Р. salinicaeni после 48 ч культивирования на питательной среде, 

содержащей сахарозу, при температуре 30 ± 1 °С 

Бактерии Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni синтезируют слизи или ЭПС как 

оболочку, защищающую клетки от неблагоприятных условий. В общем случае по 

мере увеличения продолжительности культивирования и увеличении числа КОЕ 

бактерий в культуральной жидкости накапливаются ЭПС и образуется вязкий 

раствор. Исследования показали, что природа источника углерода влияет на 

способность штаммов исследованных бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni 
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синтезировать ЭПС, что косвенно подтверждается значением показателя вязкости 

культуральной жидкости (рис. 3.7).  

Из результатов, представленных на рисунке 3.7, видно, что вязкость 

культуральной жидкости с бактериями штаммов бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni при культивировании на питательной среде при совместном 

присутствии глюкозы и фруктозы ниже значений вязкости при культивировании 

этих штаммов на питательных средах с глюкозой и сахарозой. При этом высокая 

вязкость культуральной жидкости наблюдается у штаммов бактерий 

P.mucilaginosus 560 и 574 при культивировании на питательных средах, 

приготовленных на основе сахарозы и глюкозы, что обусловлено эффективным 

синтезом внеклеточных полисахаридов.  

 

Рисунок 3.7 – Вязкость культуральной жидкости при культивировании 

бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni на питательных средах, приготовленных 

на основе сахарозы, глюкозы и глюкозы-фруктозы, по окончанию 

культивирования 72 ч 

Значение вязкости культуральной жидкости бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni изменяется соответственно данным концентрации ЭПС в среде. Из 

представленных результатов на рисунке 3.8 следует, что на питательной среде, 

содержащей 1 % сахарозы, все штаммы бактерий Р. mucilaginosus по мере их роста 
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интенсивно накапливают ЭПС. При этом штамм Р. salinicaeni 17-6 не эффективно 

синтезирует ЭПС.   

При культивировании до 24 ч концентрация синтезируемых ЭПС штаммами 

бактерий Р. mucilaginosus незначительно, по истечению 48 ч культивирования 

достигает максимального значения. В этот период все штаммы бактерий 

Р.mucilaginosus интенсивно растут и потребляют сахарозу из среды для синтеза 

ЭПС. К концу культивирования наблюдается снижение содержания сахарозы как 

источника углерода в питательной среде. Для этого периода характерно и 

снижение полисахаридов в культуральной жидкости. Можно полагать, что при 

недостатке источника углерода бактерии синтезируют гликолитические 

ферменты, которые гидролизуют частично ЭПС, и мономеры этого биополимера 

используют в качестве источника питания. Однако, эта закономерность не 

характерна для штаммов бактерий P. mucilaginosus 563, 567 и 17-2. 

 

Рисунок 3.8 – Изменение концентрации ЭПС, синтезируемых бактериями 

Р.mucilaginosus и Р. salinicaeni при культивировании на питательной среде, 

содержащей 1 % сахарозы  

Установлено, что наилучшим источником углерода для роста и синтеза 

ЭПС является сахароза. На питательной среде с сахарозой синтез ЭПС интенсивно 

происходит в конце экспоненциальной фазы роста и максимально наблюдается у 

штаммов бактерий Р. mucilaginosus 560 и 574 [83].  
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ГЛАВА 4. ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

БАКТЕРИЙ Р. MUCILAGINOSUS НА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЕ, 

ПРИГОТОВЛЕННОЙ НА ОСНОВЕ МЕЛАССЫ 

4.1 Выбор эффективного продуцента биомассы и ЭПС при 

культивировании на питательной среде с мелассой 

При получении биоудобрений и кормовых добавок путем 

микробиологического синтеза на питательных средах, приготовленных на основе 

сахарозы, экономически не оправдано. Для снижения себестоимости этих 

биопрепаратов сельскохозяйственного назначения необходимо использовать 

доступные источники углерода. В этой связи определялась возможность 

культивирования штаммов бактерий P. mucilaginosus 560 и 574 на питательной 

среде, приготовленной на основе мелассы, являющейся вторичным ресурсом 

сахарного производства, в которой содержится около 50 % сахарозы. 

Преимущества мелассы: низкая стоимость, простота хранения, помимо высокого 

содержания сахара в ней содержатся различные соли, микроэлементы, 

аминокислоты и витамины, которые обеспечивают рост микроорганизмов [242]. 

Из данных, представленных в таблице 4.1, следует, что при сопоставимых 

значениях времени генерации и удельной скорости роста концентрация биомассы 

и ЭПС, синтезируемых штаммом P. mucilaginosus 574, в 2 и 1,2 раза больше, 

соответственно, по сравнению с концентрацией биомассы и ЭПС, синтезируемых 

штаммом P. mucilaginosus 560. Это может быть связано со способностью синтеза 

культурами фермента β-фруктофуранозидазы, гидролизующей сахарозу в 

мелассе, и усвоением субстрата индивидуальными штаммами. Это 

подтверждается и более высокой активностью β-фруктофуранозидазы штамма 

P.mucilaginosus 574.  

Продолжительность лаг-фазы для адаптации при культивировании обоих 

штаммов бактерий P. mucilaginosus 560 и 574 на питательной среде с мелассой 

составляет 12 ч (рис. 4.1). Кроме продолжительной лаг-фазы установлено, что 

удельная скорость роста, выход биомассы и ЭПС при культивировании обоих 
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штаммов на питательной среде с мелассой, в которой содержится 1 % сахарозы, 

ниже, чем при культивировании на питательной среде с сахарозой при равном ее 

содержании (табл. 3.4 и 3.5).  

Таблица 4.1 – Ростовые параметры и концентрация биомассы и ЭПС 

штаммов бактерий P. mucilaginosus 560 и 574 при культивировании на 

питательной среде, содержащей 2 % мелассы 

Показатели P.mucilaginosus 560 P.mucilaginosus 574 

Удельная скорость роста, ч-1 0,13 ± 0,03 0,12 ± 0,03 

Время генерации, ч 5,37 ± 1,33 5,84 ± 1,60 

Концентрация биомассы, г/л 0,85 ± 0,02 1,71 ± 0,03 

Концентрация ЭПС, г/л 4,20 ± 0,13 5,02 ± 0,15 

Активность β-фруктофуранозидазы, ед/мл 0,33 ± 0,01 0,84 ± 0,01 

 

 

Рисунок 4.1 – Изменение концентрации биомассы и рН среды при 

культивировании бактерий P. mucilaginosus 560 и 574 на питательной среде, 

содержащей 2 % мелассы 

Следует отметить, что происходит изменение рН среды в первые 48 ч 

культивирования обоих рассматриваемых штаммов бактерий P. mucilaginosus в 

сторону подкисления среды из-за накопления органических кислот в среде. К 

концу культивирования штамма P. mucilaginosus 560 наблюдается незначительное 
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повышение рН среды (от 5,7 до 6,0). При этом рН среды интенсивно возрастает от 

5,6 до 6,9 при культивировании штамма P. mucilaginosus 574. Увеличение рН 

среды может быть обусловлено изменением состава органических и 

неорганических веществ, присутствующих в мелассе, которые ассимилируются 

бактериями, а также продуктами метаболизма, синтезируемыми этими 

бактериями при культивировании [242] (рис. 4.1). 

Таким образом, для дальнейших исследований рекомендуется использовать 

штамм P. mucilaginosus 574, который является перспективным продуцентом, 

обеспечивающий высокий выход биомассы и ЭПС при культивировании на 

питательной среде с мелассой. 

4.2 Исследование биотехнологической активности штамма 

P.mucilaginosus 574 при культивировании на питательной среде с мелассой 

Проведено исследование способности азотфиксации, калиймобилизации и 

фосфатсолюбилизации штаммом P. mucilaginosus 574 при культивировании на 

питательной среде с мелассой. Из результатов, представленных в таблице 4.2, 

видно, что содержание общего азота в культуральной жидкости изменяется с 

ростом бактерий при культивировании на питательной среде с мелассой. 

Повышение содержания общего азота в культуральной жидкости при выходе 

биомассы исследуемого штамма 0,85 г/л (среда 1, рис. 4.4) после 72 ч 

культивирования свидетельствует о том, что данный штамм способен 

фиксировать атмосферный азот на питательной среде с мелассой. По окончанию 

культивирования содержание общего азота в среде и выход биомассы этого 

штамма при культивировании на питательной среде с мелассой меньше в 2 раза 

по сравнению с культивированием на питательной среде с сахарозой (19,57 мгN/л, 

1,93 г/л по биомассе, табл. 3.2).  

Следует отметить, что штамм P. mucilaginosus 574 интенсивно синтезировал 

ИУК до 144 мг/л на питательной среде с мелассой (табл. 4.2), что в 2,4 раза больше 

по сравнению с синтезом на питательной среде с сахарозой (60 мг/л, рис. 3.1). По-

видимому, это связано с присутствием в мелассе витаминов, таких как 
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пиридоксин и никотиновая кислота, которые играют роль кофактора ферментов, 

участвующих в триптофан-зависимых путях синтеза ИУК [243]. Эффективный 

синтез бактериями ИУК из триптофана приходится на стационарную фазу роста 

микроорганизмов (табл. 4.2, рис. 4.1), что соответствует опубликованным 

результатам других исследований [244, 245]. 

Установлено, что из труднодоступного фосфата данный штамм способен 

освобождать фосфор, содержание которого в среде увеличивается по мере роста 

рассматриваемого штамма и достигает максимального значения 107,44 мг/л на 

начало стационарной фазы роста бактерий (табл. 4.2). При этом рН среды 

поднимается от 6,5 до 7,4 в отличии от изменения рН при культивировании этого 

штамма на питательной среде с сахарозой до кислотных значений (табл. 3.3). В 

работах [246, 247] показано, что ЭПС играют важную роль в мобилизации фосфора. 

При этом ЭПС в определенном количестве позволяют удерживать свободные 

анионы фосфора (PO4
3-), вызывая несбалансированное содержание фосфора в 

среде, что в результате приводит к большему высвобождению фосфора (HPO4
2-, 

H2PO4
-) из нерастворимого фосфата. Поэтому было высказано предположение, что 

ЭПС со способностью удержания растворенных фосфатов могут служить 

дополнительным фактором в растворении нерастворимых минеральных фосфатов 

микробами помимо органических кислот и ионов Н+. 

Таблица 4.2 – Продукты метаболизма штамма P. mucilaginosus 574 при 

культивировании на питательной среде, содержащей мелассу, в течение 72 ч при 

температуре 30 ± 1 °С  

τ, ч рН среды 

Содержание 

общего азота 

в КЖ, мг/л 

Количество 

ИУК в КЖ, 

мг/л 

Количество 

фосфора в КЖ, 

мг/л 

Фитаза, 

ед/мл 

24 7,32 ± 0,20 11,62 ± 0,92 28,68 ± 1,72 0 0 

48 7,41 ± 0,20 5,77 ± 0,52 121,56 ± 6,07 107,44 ± 5,35 1,16 ± 0,10 

72 7,43 ± 0,20 8,46 ± 0,50 144,06 ± 7,21 23,29 ± 1,12 0,29 ± 0,02 

Штамм P. mucilaginosus 574, также как и на питательной среде с сахарозой, 

способен продуцировать фермент фитазу с активностью 1,16 ед/мл после 48 ч 

культивирования на питательной среде, содержащей фитат натрия (табл. 4.2).  
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Таким образом, использование мелассы в питательной среде вместо 

сахарозы сохраняет у штамма P. mucilaginosus 574 способность фиксировать 

атмосферный азот и фосфатсолюбилизацию, а также повысить синтез ИУК и 

фитазную активность.  

4.3 Влияние содержания мелассы в питательной среде на синтез 

биомассы и ЭПС штамма P. mucilaginosus 574 

Учитывая важную роль бактериальных ЭПС не только в стимулировании 

фосфатсолюбилизации, снижении солевого стресса, стимулировании роста 

растений, но и в способности адсорбции микотоксинов в корме для животных, 

дальнейшие исследования были направлены на интенсификацию синтеза ЭПС и 

биомассы штаммом P. mucilaginosus 574 на питательной среде, приготовленной 

на основе мелассы. 

Для роста микроорганизмов концентрация субстрата является одним из 

лимитирующих факторов роста. В данной работе исследовали влияние 

концентрации мелассы на рост и синтез ЭПС штамма P. mucilaginosus 574. 

Содержание мелассы в среде варьировалось от 1 до 4 %. Как видно из 

представленных данных на рисунке 4.2а, максимальная удельная скорость роста 

достигалась 0,12 ч-1 при содержании мелассы 1 % и в дальнейшем незначительно 

снижалась в рассматриваемом диапазоне содержания мелассы в питательной среде. 

Увеличение содержания мелассы в питательной среде закономерно привело 

к увеличению биомассы бактерий. Максимальная концентрация биомассы 

бактерий 4 г/л достигалось при культивировании штамма P. mucilaginosus 574 на 

питательной среде, содержащей 4 % мелассы. Максимальная концентрация ЭПС 

(5,0 г/л) и максимальная вязкость культуральной жидкости наблюдались при 

культивировании на среде с содержанием 2 % мелассы. Повышение содержания в 

питательной среде мелассы более 2 % ингибирует синтез ЭПС (рис. 4.2б). 

Возможно, это связано с увеличением содержания компонентов мелассы в 

питательной среде, являющихся ингибиторами синтеза ЭПС. Полученные 

результаты сопоставимы с данными, представленными в работах [248, 249], в 
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которых установлено, что содержание 2 % мелассы в питательной среде является 

оптимальным для синтеза ЭПС бактериями Azotobacter с получением 7,5 гЭПС/л, 

Bacillus subtilis с получением 4,86 гЭПС/л.  

а)  

б)  

Рисунок 4.2 – Влияние содержания мелассы в питательной среде на 

кинетику роста (а) и выход биомассы и ЭПС (б) штамма P. mucilaginosus 574  

4.4 Влияние температуры культивирования и рН питательной среды 

на синтез биомассы и ЭПС штаммом P. mucilaginosus 574 

Исследования влияния температуры на синтез биомассы и ЭПС штаммом 

P.mucilaginosus 574 проводили на питательной среде, содержащей 2 % мелассы. 

При этом температура культивирования варьировалась в диапазоне от 25 до 35 °С 

с интервалом в 5 °С. Установлено, что оптимальной температурой для синтеза 
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ЭПС является 30 ± 1 °С, на это указывает высокая вязкость культуральной 

жидкости. Эта температура соответствует и наилучшему росту исследуемых 

бактерий. При повышении температуры до 35 ± 1 °С происходит снижение 

синтеза биомассы в 2,3 раза и ЭПС в 8,6 раз по сравнению с оптимальной 

температурой 30 ± 1 °С. Аналогично при снижении температуры культивирования 

до 25 ± 1 °С уменьшается синтез биомассы в 1,7 раза и ЭПС в 1,9 раза по 

сравнению с оптимальной температурой культивирования (рис. 4.3а). 

а)  

б)  

Рисунок 4.3 – Влияние температуры культивирования (а) и рН среды (б) на 

синтез биомассы и ЭПС штамма P. mucilaginosus 574  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

0

1

2

3

4

5

6

25 °С 30 °С 35 °С

В
я

зк
о
ст

ь
, 

m
P

a
*
s

К
о
н

ц
ен

т
р

а
ц

и
я

 б
и

о
м

а
сс

ы
, 

г
/л

К
о
н

ц
ен

т
р

а
ц

и
я

 Э
П

С
, 
г
/л

Температура культивирования, °С

Биомасса 

ЭПС 

Вязкость 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

0

1

2

3

4

5

6

6,0 7,0 8,0

В
я

зк
о
ст

ь
, 

m
P

a
*

s

К
о
н

ц
ен

т
р

а
ц

и
я

 б
и

о
м

а
сс

ы
, 

г
/л

К
о
н

ц
ен

т
р

а
и

ц
я

 Э
П

С
, 
г
/л

рН среды

Биомасса

ЭПС 

Вязкость



85 

Кроме температуры, рН среды также значительно влияет на синтез 

биомассы и ЭПС штамма P. mucilaginosus 574. Исследование проводилось при 

оптимальной температуре 30 ± 1 °С с корректировкой рН питательной среды от 

6,0 до 8,0 гидроксидом кальция. В качестве контроля использовали питательную 

среду с рН 6,0 ± 0,2. Установлено, что при рН более 8,0 рост рассматриваемых 

штаммов не наблюдается. В диапазоне рН от 6,0 до 8,0 штамм P. mucilaginosus 

574 эффективно растет при культивировании на питательной среде с мелассой до 

нейтрального значения рН. Однако эффективный синтез ЭПС происходит при 

изменении рН среды в более кислые или щелочные значения. В частности, 

максимальная концентрация ЭПС синтезировалась в слабокислой питательной 

среде при рН 6,0 (рис.4.3б). 

4.5 Влияние источника и содержания азота на синтез биомассы и ЭПС 

штаммом P. mucilaginosus 574 

При оптимальных условиях культивирования температуре 30 ± 1 °С и рН 

среды 6,0 ± 0,2 проводили определение влияния источника и содержания азота на 

синтез биомассы и ЭПС штаммом P. mucilaginosus 574 (рис. 4.4). В качестве 

источников азота были выбраны как минеральные соли, так и органические 

вещества.  

Интенсивность синтеза ЭПС рассматриваемым штаммом наблюдается при 

культивировании на питательной среде, приготовленной на основе мелассы без 

дополнительного внесения минеральных солей и азота (среда 2, рис. 4.4а), 

поскольку в стрессовых условиях (при избытке сахарозы и недостаточном 

количестве азота) синтез ЭПС стимулируется. Выход биомассы и ЭПС при 

культивировании в среде 2, содержащей мелассу без дополнительного внесения 

минеральных солей и азота, соответствует выходу этих продуктов на питательной 

среде, содержащей сахарозу (табл. 3.5). Следовательно, содержание питательных 

веществ в мелассе является достаточным для нормальной жизнедеятельности и 

синтеза ЭПС исследуемого штамма.  
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а)  

б)    

Рисунок 4.4 – Влияние источника азота (а) и его содержания (б) в 

питательной среде на синтез биомассы и ЭПС штаммом P. mucilaginosus 574. На 

рисунке 4.4а: 1 – без дополнительного источника азота, 2 – без дополнительных 

источников минеральных солей и азота, 3 – NH4NO3, 4 – (NH4)2SO4, 5 – дрожжевой 

экстракт, 6 – одновременное присутствие (NH4)2SO4 и дрожжевого экстракта, 7 – 

пептон, 8 – бетафин, 9 – кукурузный экстракт, 10 – карбамид  
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(среда 1, рис. 4.4а). Наилучшим источником азота для синтеза биомассы служил 

пептон (среда 7, рис. 4.4а), который способствует увеличению количества 

биомассы в 2 раза по сравнению с контролем (среда 1, рис. 4.4а).  

Из результатов, представленных на рисунках 4.4а и 4.4б видно, что при 

внесении в питательную среду бетафина (среда 8) и кукурузного экстракта (среда 

9), увеличивается синтез ЭПС этим штаммом. Максимальная концентрация 

синтезируемых ЭПС в среде 9,55 г/л достигалась при внесении в среду 

кукурузного экстракта в количестве 0,1 %, что в 2 раза больше по сравнению 

контролем (среда 1), и в 1,5 раза больше, чем при культивировании исследуемого 

штамма на среде, содержащей 2 % мелассы и без дополнительных источников 

минеральных солей и азота (среда 2). По-видимому, это связано с содержанием в 

кукурузном экстракте индукторов синтеза ЭПС.  

Дальнейшее повышение содержания кукурузного экстракта в среде 

обеспечивает благоприятные условия для роста продуцента, в результате 

которого концентрация биомассы увеличивается, однако синтез ЭПС при этом 

снижается в 17 раз по сравнению синтезом в среде, содержащей 0,1 % кукурузного 

экстракта (рис. 4.4б). В опубликованных исследованиях установлено, что 

кукурузный экстракт является наиболее благоприятным источником азота для 

биосинтеза ЭПС бактериями Bacillus megaterium [250], дрожжами Aureobasidium 

pullulans RBF 4A3 [251] и грибами Agaricus nevoi, Inonotus levis HAI 796 и 

Phellinus robustus [252]. 

4.6 Влияние возраста и дозы инокулята на синтез биомассы и ЭПС 

штаммом P. mucilaginosus 574 

Изучено влияние возраста (время инкубации) и дозы инокулята на синтез 

биомассы и ЭПС исследуемого штамма (рис. 4.5). Установлено, что с 

увеличением возраста инокулята концентрация биомассы, продуцируемой 

исследуемым штаммом, повышается, при этом концентрация синтезируемых 

ЭПС снижается (рис. 4.5а). Отмечено незначительное влияние дозы инокулята на 

синтез биомассы данного штамма. Максимальная концентрация ЭПС (9 г/л) и 
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биомассы (0,4 г/л) наблюдалась при возрасте инокулята 24 ч (рис. 4.5а) с 

внесением 5 % инокулята (рис. 4.5б). 

а)  

б)   

Рисунок 4.5 – Влияние возраста (а) и дозы инокулята (б) на синтез биомассы 

и ЭПС штаммом P. mucilaginosus 574. В качестве контроля использовали 

питательную среду без внесения инокулята (0 %) 

4.7 Влияние аэрации на синтез биомассы и ЭПС штаммом 

P.mucilaginosus 574 

При исследовании влияния аэрации показано, что максимальная 

концентрация биомассы (2 г/л) и ЭПС (9,6 г/л), синтезируемых штаммом 
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P.mucilaginosus 574, наблюдается в условиях аэрации, при которых соотношение 

объема воздуха к объему среды составляет 4,0:1,0 (рис.4.6а).  

а)  

б)  

Рисунок 4.6 – Влияние соотношения объема воздуха к объему питательной 

среды на выход биомассы и ЭПС (а), концентрацию клеток и потребление РВ (б) 

штаммом P. mucilaginosus 574 (механическое перемешивание)  

Полученные результаты соответствуют данным, представленным в работе 

[190], полученным при культивировании штамма Paenibacillus sp. TKU023. 

Обнаружено, что в условиях интенсивной аэрации бактерии рода Paenibacillus 

быстро растут и синтезируют значительно количество метаболитов. При этом 
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концентрация биомассы и ЭПС при соотношении объема воздуха к объему среды 

4,0:1,0 в 2,6 и 6,6 раз больше, соответственно, по сравнению с соотношением 

объема воздуха к объему среды 1,5:1,0 и 0,7:1,0. 

В связи с улучшением условий аэрации в среде, при которых соотношение 

объема воздуха к объему среды 4,0:1,0, рассматриваемый штамм может 

утилизировать до 96 % углеводов мелассы. Снижение утилизации субстрата при 

снижении соотношения объема воздуха к объему среды может быть связанно с 

недостатком растворенного в питательной среде кислорода, необходимого для 

полной утилизации углеводов мелассы. Вследствие полной утилизации сахара 

данным штаммом при соотношении объема воздуха к объему среды 4,0:1,0 число 

клеток достигается 6‧108 КОЕ/мл и синтез ЭПС увеличивается до 9,55 г/л (рис. 

4.6б).  

Таким образом, установлено, что возможно и целесообразно синтезировать 

ЭПС штаммом Р. mucilaginosus 574 на питательной среде с мелассой без 

дополнительного внесения минеральных веществ и азота.  

Показано, что для интенсификации биосинтеза ЭПС культивирование 

штамма P. mucilaginosus 574 целесообразно проводить на питательной среде, 

содержащей 2 % мелассы, при температуре 30 ± 1 °С и рН 6,0 ± 0,2 с добавлением 

0,1 % кукурузного экстракта в качестве индуктора синтеза ЭПС. Максимальная 

концентрация ЭПС 9,55 г/л может быть получена с внесением 5 % инокулята 

после 24 ч инокуляции при соотношении объема воздуха к объему среды 4,0:1,0 

Полученные результаты исследований рекомендуются для разработки технологии 

производства биопрепаратов сельскохозяйственного назначения [253]. 
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ГЛАВА 5. ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ УТИЛИЗАЦИИ УГЛЕВОДОВ 

КЛЕТЧАТКИ ОДНОЛЕТНИХ И МНОГОЛЕТНИХ РАСТЕНИЙ 

БАКТЕРИЯМИ Р. MUCILAGINOSUS И Р. SALINICAENI 

Возможность утилизации клетчатки однолетних и многолетних растений 

микроорганизмами является важным признаком пригодности микроорганизмов к 

использованию в качестве микробиологических удобрений и кормовых добавок.  

Рисовая шелуха – отход однолетних растений, в которой содержится от 60 

до 80 % органических веществ, таких как целлюлоза, гемицеллюлозы (в основном 

пентозаны), лигнин, незначительное количество белка, жира, витаминов и 

минеральных веществ, содержание которых изменяется в зависимости от 

географии места и агротехнических способов возделывания риса [254]. Учитывая 

значительное количество, а также доступность органических веществ в рисовой 

шелухе, представляется целесообразном использовать этот отход в качестве сырья 

при производстве питательных сред для культивирования микроорганизмов в 

промышленных условиях. Использование данного дешевого источника углерода 

позволит организовать экономически эффективное производство биопрепаратов 

сельскохозяйственного назначения. В этой связи изучалось ферментативная 

активность бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni по отношению к углеводам 

ферментализата клетчатки рисовой шелухи.  

5.1 Получение ферментолизата клетчатки рисовой шелухи 

Для использования клетчатки рисовой шелухи в качестве источника 

углерода в питательных средах при культивировании микроорганизмов рисовую 

шелуху обрабатывали гидроксидом натрия, клетчатку промывали и обрабатывали 

ферментами, получая РВ. 

При обработке рисовой шелухи раствором гидроксида натрия установлено, 

что с увеличением концентрации щелочи происходит растворение 

низкомолекулярных фракций клетчатки рисовой шелухи, в частности, простых 

сахаров, о чем можно судить по величине РВ (рис. 5.1). Наименьшее извлечение 
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РВ из клетчатки рисовой шелухи в щелок наблюдается при концентрации 

гидроксида натрия 2,5 %. 

 

Рисунок 5.1 – Влияние концентрации гидроксида натрия на содержание РВ 

в щелоках при температуре обработки 120 ± 1 °С в течение 20 мин  

Исследования показали, что при обработке рисовой шелухи гидроксидом 

натрия концентрацией 2,5 % увеличилось содержание целлюлозы до 89,0 %, 

содержание гемицеллюлозы и лигнина снизилось, соответственно, до 6,0 и 4,0 %. 

После щелочной обработки рисовой шелухи увеличилась удельная площадь 

поверхности с 0,3 м2/г в исходном сырье до 2,5 м2/г (табл. 5.1). Следует полагать, 

что указанные выше изменения физико-химических свойств клетчатки рисовой 

шелухи обусловливают более эффективный контакт ферментного препарата 

Accellerase с субстратом, на что указывают результаты исследований в ранее 

опубликованной работе [255]. 

Таблица 5.1 – Состав клетчатки рисовой шелухи до и после щелочной обработки 

Наименование компонента 
Состав клетчатки до 

щелочной обработки 

Состав клетчатки после 

щелочной обработки 

Целлюлоза, % 38,7 89,0 

Гемицеллюлоза, % 18,9 6,0 

Лигнин, % 19,4 4,0 

Сырой белок, % 1,8 - 

Сырой жир, % 0,4 - 

Минеральные вещества, % 13,2 0,5 

Удельная площадь 

поверхности, м2/г 
0,3 2,5 
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Рентгенофлуоресцентный анализ показал, что при щелочной обработке 

рисовой шелухи гидроксидом натрия в щелок экстрагируются минеральные 

вещества, состав и количество которых представлено в таблице 5.2.  

Из представленных результатов исследований следует, что при щелочной 

обработке рисовой шелухи выделяется кремний в количестве 5,6 масс. %. 

Соответственно, как и указано во многих публикациях [256, 257], рисовая шелуха 

может являться источником диоксида кремния. Кроме этого, в щелоке содержатся 

макро- и микроэлементы P, S, K, Ca, Mn, Fe. Следует ожидать, что разделение 

клетчатки рисовой шелухи и кремния с макро- и микроэлементами в 

рассматриваемых условиях будет способствовать эффективному ферментолизу 

клетчатки с получением простых сахаров. 

Таблица 5.2 – Массовая доля элементов (масс. %) в щелоке при обработке рисовой 

шелухи гидроксидом натрия концентрацией 2,5 % в течение 20 мин при 

температуре 120 ± 1 °С 

Na Si P S K Ca Mn Fe 

1,1 5,6 0,2 0,1 0,5 0,006 0,003 0,004 

Обработка полученной клетчатки рисовой шелухи ферментными 

препаратами Accellerase показала, что на содержание РВ в ферментолизате 

влияют активность и расход ферментов, температура и продолжительность 

ферментативной обработки. Установлено, что максимальное содержание РВ в 

ферментолизате наблюдается после 24 ч обработки клетчатки рисовой шелухи. 

Содержание РВ в ферментолизате при обработке клетчатки рисовой шелухи 

ферментным препаратом Accellerase 1500 больше, чем при обработке клетчатки 

рисовой шелухи ферментным препаратом Accellerase XY (рис. 5.2).  

Полученные результаты можно объяснить наличием в использованных 

комплексных ферментных препаратах Accellerase ферментов с различной 

активностью. В частности, в ферментном препарате Accellerase 1500 

присутствуют эндоглюканаза, экзоглюканаза, гемицеллюлаза, β-глюкозидаза, 

которые способствуют более эффективному ферментативному гидролизу 
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клетчатки рисовой шелухи по сравнению с ферментным препаратом Accellerase 

XY, в котором присутствует преимущественно целлюлаза и ксиланаза. 

 

Рисунок 5.2 – Влияние ферментных препаратов и продолжительности 

обработки клетчатки рисовой шелухи на содержание РВ в ферментолизате. 

Температура обработки 55 ± 1 °С, рН 5,5 ± 0,2 

Методом ГЖХ был определен состав ферментолизата (хроматограмма 

показана на рисунке 5.3), полученного из клетчатки рисовой шелухи (табл. 5.3). 

 

Рисунок 5.3 – Выходная кривая ГЖХ триметилсилильных производных 

ферментолизата клетчатки рисовой шелухи. Время выхода компонентов 

приведено в таблице 5.3  
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Таблица 5.3 – Химический состав ферментолизата клетчатки рисовой шелухи 

после ферментативного гидролиза по данным ГЖХ 

Название (время выхода, мин) мг/л % от АСВ 

Углеводы 

Ксилоза (31,1/32,6) 918,58 46,58 

Глюкоза (36,0/38,3) 676,52 33,57 

Арабиноза (28,6/29,5) 76,28 3,79 

Фруктоза (33,8/34/34,1) 54,80 2,72 

Мальтоза (52,8/53,6) 33,90 1,68 

Целлобиоза (54,5/54,7) 31,41 1,56 

Cорбоза (35,3) 4,88 0,24 

Галактоза (35,2/36,3) 3,62 0,18 

2-Деоксиглюкоза (33,4) 1,68 0,08 

Органические кислоты 

Молочная (10,2) 21,26 1,06 

Изолимонная (34,2) 11,20 0,56 

Винная (29,1) 2,77 0,14 

Адипиновая (25,0) 0,98 0,05 

Энантовая (13,8) 0,92 0,05 

2-Оксоглутаровая (26,8) 0,84 0,04 

Каприновая (23,4) 0,46 0,02 

Жирные кислоты 

Лауриновая (29,0) 23,53 1,17 

Пальмитиновая (39,0) 3,82 0,19 

Миристиновая (34,2) 2,80 0,14 

Стеариновая (43,3) 2,04 0,10 

Маргариновая (41,2) 1,96 0,10 

Арахидиновая (47,3) 1,07 0,05 

Аминокислоты 

Глутаминовая кислота (27,3) 85,60 4,25 

Лизин (30,9) 12,85 0,64 

Аланин (10,7) 9,38 0,47 

Треонин (19,7) 3,86 0,19 

Оксипролин (26,3) 2,42 0,12 

Изолейцин (16,7) 0,88 0,04 

Как видно из представленных данных в таблице 5.3, в состав 

ферментолизата входит 90 % РВ от общей массы АСВ, в том числе, 47 % ксилозы, 

33 % глюкозы и 10 % других сахаров. Кроме того, в составе клетчатки рисовой 

шелухи установлено наличие аминокислот (6 %), жирных и органических кислот 

(~4 %). Содержание различных аминокислот, включая аланин, глутаминовую 

кислоту, оксипролин, изолейцин, лизин, треонин соответствует результатам 

исследований, опубликованным в работе [258]. 
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Таким образом, ферментолизат клетчатки рисовой шелухи, полученный 

после щелочной и ферментативной обработки, может быть использовать в 

качестве основного субстрата для культивирования бактерий Р. mucilaginosus и 

Р.salinicaeni [259].  

5.2 Культивирование бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni на 

питательной среде с ферментолизатом клетчатки рисовой шелухи 

Способность роста бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni определяли на 

агаризованной питательной среде, приготовленной на основе полученного 

ферментолизата клетчатки рисовой шелухи (рис. 5.4).  

Установлено, что все штаммы бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni 

хорошо растут на нейтральной питательной среде, полученной после 

корректировки pH среды гидроксидом кальция (рис. 5.4а). На слабокислой 

питательной среде (рН 5,5) наблюдался рост только одного штамма P. salinicaeni 

17-6 (рис. 5.4б). Полученные результаты, отражающие влияние рН на рост 

исследуемых бактерий, использованы при глубинном культивировании 

рассматриваемых микроорганизмов на питательной среде, приготовленной на 

основе ферментолизата клетчатки рисовой шелухи. 

а)  б)  

Рисунок 5.4 – Характер роста штаммов бактерий P. mucilaginosus 560, 563, 

567, 568, 572, 574, 17-2 и штамма P. salinicaeni 17-6 на агаризованной 

питательной среде с ферментолизатом клетчатки рисовой шелухи при 

температуре 30 ± 1 °С в течение 72 ч при pH а) 7,3 ± 0,2, б) рН 5,5 ± 0,2 
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Проведено глубинное культивирование штаммов бактерий P. mucilaginosus 

560, 563, 567, 568, 572, 574, 17-2 и штамма P. salinicaeni 17-6 на питательной среде, 

приготовленной на основе ферментолизата клетчатки рисовой шелухи, 

нейтрализованной гидроксидом кальция.  

Следует отметить, что в начальный период культивирования исследуемых 

бактерий на питательной среде с ферментолизатом рисовой шелухи происходит 

изменение рН культуральной жидкости в сторону более кислых значений, по-

видимому, это связанно с накоплением органических кислот (рис. 5.5).  

 

Рисунок 5.5 – Изменение рН культуральной жидкости при культивировании 

бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni на питательной среде с ферментолизатом 

клетчатки рисовой шелухи, нейтрализованной гидроксидом кальция  
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кальция, присутствующим в среде, с образованием нерастворимой соли CaCO3, 

что способствует увеличению рН среды [261].  

Были определены параметры роста штаммов бактерий Р. mucilaginosus и 

P.salinicaeni при глубинном культивировании на питательной среде с 

ферментативным гидролизатом рисовой шелухи (табл. 5.4).  

Таблица 5.4 – Параметры роста бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni при 

культивировании на питательной среде с ферментолизатом клетчатки рисовой 

шелухи после нейтрализации гидроксидом кальция при температуре 30 ± 1 °С в 

течение 72 ч 

Штаммы бактерий 

Удельная 

скорость 

роста, ч-1 

Время 

генерации, 

ч 

Концентрация 

биомассы, г/л 

Потребление 

РВ, % 

Содержание 

белков в КЖ, 

г/л 

Р.mucilaginosus 560 0,21±0,02 3,33±0,03 2,37±0,20 86,36±4,50 2,62±0,10 

Р.mucilaginosus 563 0,09±0,02 9,98±0,25 2,17±0,20 81,10±4,50 3,30±0,12 

Р.mucilaginosus 567 0,14±0,01 4,96±0,04 2,96±0,20 78,48±4,50 2,25±0,08 

Р.mucilaginosus 568 0,12±0,01 5,57±0,04 2,96±0,20 82,42±4,50 3,10±0,12 

Р.mucilaginosus 572 0,10±0,01 6,81±0,04 2,17±0,20 83,73±4,50 3,46±0,13 

Р.mucilaginosus 574 0,08±0,01 8,99±0,03 2,37±0,20 77,16±4,50 3,06±0,11 

Р.mucilaginosus 17-2 0,15±0,01 4,52±0,04 2,17±0,20 67,97±4,50 1,90±0,07 

P. salinicaeni 17-6 0,16±0,02 4,39±0,04 2,96±0,20 70,60±4,50 3,06±0,11 

Показано, что биомасса, синтезируемая рассматриваемыми штаммами 

бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni при культивировании на питательной 

среде, в которой 0,5 % РВ были введены с ферментолизатом клетчатки рисовой 

шелухи, находилась в диапазоне от 2,17 до 2,96 г/л. Эффективность потребления 

РВ составила 67 – 86 %.  

Как следует из представленных результатов в таблице 5.4, по удельной 

скорости роста, времени генерации и потреблению РВ наиболее эффективно 

протекает культивирование на питательной среде с ферментолизатом клетчатки 

рисовой шелухи штамма P. mucilaginosus 560.  

С ростом бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni в питательную среду 

выделялись целлюлазы, целлобиазы, ксиланазы, которые способствовали 

ферментативному гидролизу олигомеров клетчатки рисовой шелухи в 

питательной среде до глюкозы и ксилозы. К концу культивирования после 

отделения бактериальных клеток центрифугированием в культуральной жидкости 

присутствовали белки концентрацией от 1,90 до 3,46 г/л. На это указывает 
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значение активности ферментов, представленных на рисунке 5.6, и удельной 

активности ферментов, представленных на рисунке 5.7.  

В общем случае для внеклеточных ферментов, в том числе целлюлазы, 

секретируемой бактериями Р. mucilaginosus и P. salinicaeni, наблюдаются один 

или два пика активности. Для каждого штамма имеется свой пик активности с 

характерным временем инкубации (рис. 5.6а). При культивировании штаммов 

бактерий Р. mucilaginosus 560, 563, 567, 568, 572 и штамма P. salinicaeni 17-6 

появлялся первый пик после 12 ч культивирования и штаммов бактерий 

Р.mucilaginosus 574 и 17-2 – после 24 ч культивирования. Второй пик активности 

проявлялся после 48 ч культивирования штаммов бактерий Р. mucilaginosus 560, 

568 и штаммов бактерий Р. mucilaginosus 563, 572, 574, 17-2 и P. salinicaeni 17-6 

после 72 ч культивирования. Колебание наблюдаемой ферментативной 

активности бактерий может быть связано с синтезом бактериями внеклеточных 

полисахаридов, которые на другой фазе роста могут являться дополнительном 

источником углерода для бактерий. Отмечена максимальная активность 

целлюлазы после 12 ч культивирования штамма P. mucilaginosus 560, которая 

достигает до 2 ед/мл (рис. 5.6а) или 1199 ед/г белка, соответственно, по удельной 

активности (рис. 5.7а) при снижении рН среды до 6,0. 

Кроме целлюлазы в культуральной жидкости установлено наличие 

ксиланазы, гидролизующей β-гликозидные связи в молекуле гетерогенного 

полисахарида ксилана с образованием олигоксиланов меньшей молекулярной 

массы вплоть до мономерного соединения – ксилозы. Максимальная активность 

ксиланазы наблюдалась после 48 ч и 72 ч при культивировании штаммов бактерий 

P. mucilaginosus 560 и 563 при повышении рН среды до 8,0. При этом активность 

ксиланазы достигала 7 ед/мл (рис. 5.6б) или 2046 ед/г белка, соответственно, по 

удельной активности (рис. 5.7б).  

Следует отметить, что все исследуемые штаммы бактерий Р. mucilaginosus 

и P. salinicaeni обладали незначительной активностью целлобиазы (ниже 1 ед/мл, 

рис. 5.6в) при их культивировании на питательной среде с ферментолизатом рисовой 

шелухи. Максимальная активность целлобиазы 0,63 ед/мл и удельная активность 

231 ед/г белка достигались после 24 ч и 72 ч культивирования для штамма 

P.mucilaginosus 560 и после 48 ч культивирования для штамма P. salinicaeni 17-6. 
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а)  

б)  

в)  

Рисунок 5.6 – Активность целлюлазы (а), ксиланазы (б) и целлобиазы (в), 

синтезируемых бактериями Р. mucilaginosus и P. salinicaeni при глубинном 

культивировании на питательной среде с ферментолизатом клетчатки рисовой 

шелухи (скорость перемешивания 200 мин-1, температура 30±1 °С)  
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а)  

б)  

в)  

Рисунок 5.7 – Удельная активность целлюлазы (а), ксиланазы (б) и 

целлобиазы (в), синтезируемых бактериями Р. mucilaginosus и P. salinicaeni при 

глубинном культивировании на питательной среде с ферментолизатом клетчатки 

рисовой шелухи (скорость перемешивания 200 мин-1, температура 30±1 °С)  
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Таким образом, биосинтез внеклеточных целлюлазы и целлобиазы 

происходит на логарифмической стадии культивирования, тогда как ксиланаза 

секретировалась в стационарной фазе роста бактерий Р. mucilaginosus и P. salinicaeni 

с большой активностью после, соответственно, 48 ч и 72 ч культивирования. При 

этом активность ксиланазы выше, чем активность целлюлазы и целлобиазы, что 

согласуется с преобладанием в субстрате ксилозы, в соответствии с данными ГЖХ, 

представленными в таблице 5.3. 

Исходя из представленных результатов можно сделать вывод, что для 

получения гидролитического фермента, в частности, ксиланазы, наибольшая 

эффективность достигается при культивировании штамма P. mucilaginosus 560 на 

питательной среде с ферментолизатом клетчатки рисовой шелухи [259]. Учитывая 

высокую активность ксиланазы по сравнению с другими ферментами, 

дальнейшие исследования были направлены на поиск условий культивирования 

штамма P. mucilaginosus 560, обеспечивающих максимальную активность 

ксиланазы.  

5.3 Определение влияния условий культивирования на синтез 

ксиланазы штаммом Р. mucilaginosus 560 

5.3.1 Влияние содержания РВ в ферментолизате клетчатки рисовой 

шелухи на рост и синтез ксиланазы штаммом Р. mucilaginosus 560 

Экономически целесообразными и, соответственно, перспективными 

источниками углерода являются субстраты, полученные из вторичных ресурсов 

переработки растительного сырья, образующиеся при переработке 

сельскохозяйственных культур и древостоев. Как правило, зерновая шелуха, 

солома, отруби, древесные опилки содержат значительное количество ксиланов.  

Проведенными экспериментами установлено влияние содержания РВ в 

ферментолизате клетчатки рисовой шелухи на рост и активность ксиланазы, 

секретируемой штаммом P. mucilaginosus 560 (рис. 5.8 и табл. 5.5).  
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Рисунок 5.8 – Влияние содержания РВ в ферментолизате клетчатки рисовой 

шелухи на ксиланазную активность штамма P. mucilaginosus 560  

Таблица 5.5 – Влияние содержания РВ в ферментолизате клетчатки рисовой 

шелухи на параметры роста штамма P. mucilaginosus 560  

Содержания РВ, %  
Удельная скорость 

роста, ч-1 

Время генерации, 

ч 

Концентрация 

биомассы, г/л 

0,25 0,17±0,05 4,10±0,59 0,83±0,10 

0,50 0,22±0,03 3,09±0,41 2,17±0,20 

0,75 0,26±0,05 2,71±0,25 2,17±0,20 

1,00 0,23±0,05 2,96±0,30 3,00±0,30 

Установлено, что с повышением содержания РВ активность фермента 

увеличивалась (рис. 5.8), снижалось время генерации и повышалась удельная 

скорость роста штамма P. mucilaginosus 560 (табл. 5.5). Максимальная активность 

ксиланазы достигала 7,66 ед/мл после 24 ч культивирования при содержании РВ 

в ферментолизате клетчатки рисовой шелухи 0,5 %. При этом содержании РВ 

наблюдается максимальное накопление биомассы до 2,17 г/л.  

5.3.2 Влияние температуры культивирования на рост и синтез 

ксиланазы штаммом Р. mucilaginosus 560 

Исследование влияния температуры при культивировании штамма 

Р.mucilaginosus 560 на питательной среде, содержащей 0,5 % общего РВ в 

ферментолизате клетчатки рисовой шелухи, было установлено, что для синтеза 
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ксиланазы оптимальной температурой является 30 ± 1 С, которая соответствует 

и эффективным параметрам роста рассматриваемого штамма (рис. 5.9, табл. 5.6).  

 

Рисунок 5.9 – Влияние температуры культивирования на ксиланазную 

активность штамма P. mucilaginosus 560  

Таблица 5.6 – Влияние температуры культивирования на параметры роста штамма 

P. mucilaginosus 560  

Температура, С 
Удельная скорость 

роста, ч-1 

Время генерации, 

ч 

Концентрация 

биомассы, г/л 

25 ± 1 0,11 ± 0,04 6,45 ± 0,66 1,50 ± 0,10 

30 ± 1 0,15 ± 0,03 4,54 ± 0,48 2,25 ± 0,20 

35 ± 1 0,24 ± 0,03 2,86 ± 0,14 1,75 ± 0,20 

При повышении температуры культивирования до 35 ± 1 С увеличивалась 

удельная скорость роста и снижалось время генерации в 2 раза по сравнению с 

температурой 25 ± 1 С и в 1,5 раза по сравнению с температурой 30 ± 1 С. 

Однако, концентрация биомассы рассматриваемого штамма при температуре 

культивирования 25 ± 1 С и 35 ± 1 С было ниже по сравнению с концентрацией 

биомассы при температуре 30 ± 1 °С (табл. 5.6). 

5.3.3 Влияние рН среды на рост и синтез ксиланазы штаммом 

Р.mucilaginosus 560 

Значительное влияние на активность ксиланазы и рост штамма 

P.mucilaginosus 560 оказывает рН среды (рис. 5.10). Установлено влияние факторов 
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корректировки рН среды на активность и рост продуцента ксиланазы. В таблице 

5.7 показано, что при применении в качестве корректора рН среды раствора 

щелока, содержащего аморфный кремний, полученный после щелочной обработки 

рисовой шелухи, ускоряется размножение клеток бактерий и увеличивается их 

удельная скорость роста. При корректировке рН питательной среды раствором 

щелока, содержащего аморфный кремний, или раствором гидроксида натрия 

наблюдалась невысокая активность ксиланазы и незначительное накопление 

биомассы исследуемого штамма (рис. 5.10а, табл. 5.7). 

Максимальное накопление биомассы наблюдается при корректировке рН 

питательной среды гидроксидом кальция (табл. 5.7). Это связано с ролью кальция 

в процессе регулирования многих клеточных функций. Известно, что кальций 

участвует в процессе стабилизация липополисахаридного слоя внешней 

мембраны и клеточных стенок у грамотрицательных бактерий [262] и, как было 

доказано в работе [263], кальций позволяет повысить продуктивность синтеза 

белка микроорганизмами, что в общем влияет на выход биомассы и активность 

фермента. Максимальная активность ксиланазы (11 ед/мл ) наблюдалась после 48 

ч культивировании бактерий P. mucilaginosus 560 при корректировке рН среды 

гидроксидом кальция (рис. 5.10а), что, по-видимому, связано со способностью 

стабилизации и регулирования активности ферментов ионами кальция [264-266]. 

Таблица 5.7 – Влияние факторов корректировки рН и значения рН среды на 

параметры роста штамма P. mucilaginosus 560  

Параметры 
Варьирование 

параметров 

Удельная 

скорость роста, 

ч-1 

Время 

генерации, ч 

Концентрация 

биомассы, г/л 

Корректоры 

рН 

Гидроксид кальция 0,21 ± 0,02 3,29 ± 0,27 2,46 ± 0,25 

Гидроксид натрия 0,31 ± 0,04 2,25 ± 0,27 2,04 ± 0,15 

Щелок, содержащий 

аморфный кремний 
0,45 ± 0,04 1,54 ± 0,12 1,86 ± 0,20 

рН 

6,0 0,11 ± 0,01 6,89 ± 0,57 1,50 ± 0,15 

7,0 0,15 ± 0,03 4,54 ± 0,18 2,25 ± 0,20 

8,0 0,20 ± 0,05 3,52 ± 0,10 1,50 ± 0,15 
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a)  

б)  

Рисунок 5.10 – Влияние корректоров (а) и pH среды (б) на активность 

ксиланазы штамма P. mucilaginosus 560  
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наблюдалось при культивировании бактерий на нейтральной питательной среде 

рН 7,0 (табл. 5.7). При этом максимальная активность ксиланазы 15 ед/мл, 

достигалась при рН 6,0 после 48 ч культивирования на питательной среде с 

ферментолизатом клетчатки рисовой шелухи (рис. 5.10б). 

5.3.4 Влияние источника углерода на рост и синтез ксиланазы 

штаммом Р. mucilaginosus 560 

В качестве источников углерода были использованы экстракты ксилана 

многолетних растений (береза, бук) и ферментолизат клетчатки однолетних 

растений (рисовая шелуха) с концентрацией 0,5 % по РВ. Оценка роста при 

культивировании штамма P. mucilaginosus 560 на питательных средах с 

различными источниками ксилана было установлено, что высокая удельная 

скорость роста и максимальное накопление биомассы (около 3 г/л) наблюдалось 

при использовании в качестве субстрата экстракта ксилана из бука (табл. 5.8). 

Однако, активность ксиланазы, синтезируемой на питательной среде, 

содержащей ферментолизат клетчатки рисовой шелухи больше, чем активность 

ксиланазы, синтезируемой на питательных средах, содержащих экстракты 

ксилана березы и бука (рис. 5.11).  

 

Рисунок 5.11 – Влияние источника ксилана и времени культивирования на 

ксиланазную активность штамма P. mucilaginosus 560  
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Таблица 5.8 – Влияние источника углерода на параметры роста штамма 

P.mucilaginosus 560  

Источники углерода 
Удельная скорость 

роста, ч-1 

Время 

генерации, ч 

Концентрация 

биомассы, г/л 

Экстракт ксилана из березы 0,16 ± 0,02 4,24 ± 0,55 2,23 ± 0,20 

Экстракт ксилана из бука 0,20 ± 0,03 3,48 ± 0,25 2,97 ± 0,25 

Ферментолизат клетчатки 

рисовой шелухи 
0,21 ± 0,02 3,29 ± 0,27 1,75 ± 0,15 

Установленная зависимость объясняется тем, что ферментолизат является 

продуктом неполного гидролиза рисовой шелухи, содержащим специфические 

вещества-индукторы, способные значительно увеличивать синтез ксиланазы, что 

соответствует результатам в работе [268], полученным при синтезе ксиланазы 

грибами Aspergillus и Trichoderma. Как показано в работе [269], специфические 

вещества – индукторы, играют ключевую роль в регуляции биосинтеза ксиланазы. 

К ним относят ксилозу, ксилобиозу, ксилоолигосахариды, гетеродисахариды 

ксилозы и их позиционные изомеры, которые образуются при ферментативном 

гидролизе клетчатки рисовой шелухи согласно данным таблицы 5.3.  

5.3.5 Влияние возраста инокулята на рост и синтез ксиланазы 

штаммом Р. mucilaginosus 560 

На ферментолизате клетчатки рисовой шелухи было изучено влияние 

возраста инокулята на синтез биомассы и ксиланазы штаммом P.mucilaginosus 560 

(рис. 5.12 и табл. 5.9). 

Таблица 5.9 – Влияние возраста инокулята на параметры роста штамма P. 

mucilaginosus 560  

Возраст инокулята, 

ч 

Удельная скорость 

роста, ч-1 

Время генерации, 

ч 

Концентрация 

биомассы, г/л 

0 (контроль) 0,16 ± 0,03 4,36 ± 0,12 1,50 ± 0,15 

12 0,15 ± 0,03 4,57 ± 0,15 0,75 ± 0,10 

24 0,09 ± 0,01 7,47 ± 0,81 0,83 ± 0,10 

36 0,10 ± 0,01 6,77 ± 0,70 1,33 ± 0,15 

48 0,13 ± 0,02 5,55 ± 0,71 2,17 ± 0,20 
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Рисунок 5.12 – Влияние возраста инокулята на ксиланазную активность 

штамма P. mucilaginosus 560  

Установлено, что возраст инокулята в рассмотренных условиях 

существенно не влияет на рост и синтез ксиланаз штаммом P. mucilaginosus 560. 

Соответственно, предварительное приготовление инокулята при проведении 

экспериментальных исследований в лабораторных условиях, возможно, не 

является целесообразным.  

5.3.6 Влияние источника и содержания азота на рост и синтез 

ксиланазы штаммом Р. mucilaginosus 560 

В работе были использованы неорганические и органические источники 
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рассматриваемого штамма показало, что внесение в питательную среду 

кукурузного экстракта или пептона приводило к увеличению биомассы штамма 
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и других веществ, которые стимулируют рост исследуемого штамма. 
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питательной среде 0,2 % карбамида способствовало увеличению ксиланазной 

активности от 1,5 до 2,5 раза по сравнению с контролем (без азота) (рис. 5.13б). 

a)  

б)  

Рисунок 5.13 – Влияние времени культивирования, источника (а) и 

содержания (б) азота на ксиланазную активность штамма P. mucilaginosus 560. На 

рисунке 5.13 а: 1 – без источника азота (контроль), 2 – NH4NO3, 3 – (NH4)2SO4, 4 – 

карбамид, 5 – дрожжевой экстракт, 6 – (NH4)2SO4 и дрожжевой экстракт (1:1), 7 – 

кукурузный экстракт, 8 – пептон, 9 – бетафин  
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внесении карбамида в количестве 0,2 % как источника азота максимальная 

активность синтезируемой ксиланазы достигала 20 ед/мл или 10702 ед/г белка по 

удельной активности, соответственно, в стационарной фазе [270]. Активность 

ксиланазы, синтезируемой штаммом P. mucilaginosus 560 в этих условиях в 2 раза 

выше по сравнению с активностью ксиланазы, синтезируемой штаммом 

P.campinasensis BL11 при культивировании в оптимальных условиях на 

питательной среде, приготовленной на основе рисовой шелухи и соломы, 

обработанных щелочью (10,5 ед/мл ксиланазы) [271]. 

Таблица 5.10 – Влияние источника азота на параметры роста штамма 

P.mucilaginosus 560  

Источник азота 
Удельная 

скорость роста, ч-1 

Время 

генерации, ч 

Концентрация 

биомассы, г/л 

Без азота (контроль) 0,12±0,01 5,84±0,61 1,75±0,15 

NH4NO3 0,19±0,02 3,72±0,22 1,75±0,15 

(NH4)2SO4 0,19±0,02 3,63±0,20 1,75±0,15 

Дрожжевой 

экстракт 
0,11±0,01 6,68±0,25 1,75±0,15 

(NH4)2SO4 и 

дрожжевой экстракт 
0,15±0,01 4,67±0,53 1,75±0,15 

Кукурузный 

экстракт 
0,06±0,01 12,17±0,74 2,50±0,20 

Пептон 0,15±0,01 4,68±0,46 2,00±0,20 

Карбамид 0,17±0,03 4,08±0,46 1,50±0,10 

Бетафин 0,23±0,05 3,00±0,47 1,50±0,10 

 

5.4 Технологические характеристики ксиланазы, синтезируемой 

штаммом P. mucilaginosus 560 

Исследовано влияние pH и температуры среды на активность ксиланазы, 

синтезируемой штаммом P. mucilaginosus 560, культивируемым на 

ферментализате рисовой шелухи без выделения из культуральной жидкости. В 

качестве субстрата для определения активности ксиланазы использовался ксилан, 

выделенный из бука. Полученные результаты представлены на рис. 5.14 а, б.  
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а)  

б)  

Рисунок 5.14 – Влияние рН (а) и температуры инкубации (б) на активность 

синтезируемой ксиланазы штаммом P. mucilaginosus 560. Субстрат-ксилан бука, 

время инкубации 60 мин  

Установлено, что ксиланаза, секретируемая штаммом P. mucilaginosus 560 

на питательной среде с ферментолизатом клетчатки рисовой шелухи, проявляла 

активность в диапазоне рН 2,0 – 8,0 и сохраняла более 50 % активности при рН 

3,8 – 8,0. Оптимальный pH определен в диапазоне 5 – 6. При рН 9,0 фермент 

утрачивал активность. 

Максимальная активность ксиланазы, синтезируемой штаммом 

P.mucilaginosus 560 проявляется при температуре 50 ± 1°С. Уровень активности 

0

20

40

60

80

100

2 3 4 5 6 7 8 9

О
т
н

о
си

т
ел

ь
н

а
я

 а
к

т
и

в
н

о
ст

ь
 

к
си

л
а
н

а
зы

, 
%

рН

0

20

40

60

80

100

120

20 30 40 50 60 70 80

О
т
н

о
си

т
ел

ь
н

а
я

 а
к

т
и

в
н

о
ст

ь
 

к
си

л
а

н
а

зы
, 

%

Температура инкубации, °С



113 

фермента выше 50 % сохранялся при температуре от 30 до 70 °С и резко снижался 

при более низких и/или высоких температурах.  

Установлено, что ксиланаза проявляет умеренную термостабильность. 

Остаточная активность при пятнадцадтиминутном прогревании составила 93, 25 

и 19 %, соответственно, температуре прогрева 70 °C, 80 °C и 90 °C (рис. 5.15). 

 

Рисунок 5.15 – Изменение активности ксиланазы при нагревании. 

Температура инкубирования контроля 50 ± 1 °С 
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целлюлазы (рис. 5.16). Индукторами синтеза этих ферментов исследуемого 

штамма являются, видимо, олигомерные полисахариды арабиногалактан и 

целлюлоза. Это подтверждается наличием в ферментолизате глюкозы, арабинозы 

и галактозы, согласно данным в таблице 5.3. 

 

Рисунок 5.16 – Субстратная специфичность ксиланаз при использовании в 

качестве субстрата ксилана березы, ксилана бука, арабиногалактана и NaКМЦ 

Таким образом, ксиланаза, синтезуруемая штаммом P. mucilaginosus 560, 

имеет высокую активность при оптимальном значении рН 5,0 – 6,0, температуре 

50 ± 1 °С и умеренно термостабильна. Эти данные дают основание утверждать, 

что полученная ксиланаза и в целом биомасса штамма P. mucilaginosus 560 

потенциально могут быть использованы в качестве микробиологических 

удобрений для утилизации пожнивных остатков и как кормовые добавки.  
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ГЛАВА 6. РАЗРАБOТКА ТЕХНOЛOГИИ ПОЛУЧЕНИЯ 

БИOПРЕПАРАТOВ СЕЛЬСКOХOЗЯЙСТВЕННOГO НАЗНАЧЕНИЯ 

6.1 Разрабoтка технoлoгии и пoлучение биoпрепаратoв на oснoве 

штамма P. mucilaginosus 574 

Биoудoбрение. Сухoе микрoбиoлoгическoе удoбрение изгoтoвляли в 

экспериментальных услoвиях. Культивирoвание штамма P.mucilaginosus 574 

прoвoдили на питательнoй среде, сoдержащей мелассу, в рекoмендoванных 

услoвиях: сoдержание мелассы в среде 2 %, температура 30 ± 1 °С, рН 6,0 ± 0,2, 

дoбавление в питательную среду 0,1 % кукурузнoгo экстракта в качестве 

индуктoра синтеза ЭПС, внесение 5 % инoкулята oт oбъема среды пoсле 24 ч 

инoкуляции, сooтнoшение oбъема вoздуха к oбъему среды 4:1. Культивирование 

осуществлялось в сосудах емкостью 2 л при непрерывнoм перемешивании сo 

скoрoстью 150 oб/мин на шейкере инкубатoра IST-3075R (производитель Jeiotech, 

Korea). В течение 72 ч культивирoвания в этих услoвиях титр исследуемого 

штамма достигает 6‧108 КOЕ/мл, концентрация, синтезируемых ЭПС дoстигает 

9,0 ± 0,5 г/л при вязкoсти культуральнoй жидкoсти 53 mPa*s.  

Далее прoвoдили иммoбилизацию бактериальнoй суспензии на стерильнoм 

нoсителе при соoтнoшении культуральная жидкoсть : нoситель в сooтветствии 3:4. 

В качестве нoсителя испoльзoвали дефекат – oтхoд свеклoсахарнoгo 

прoизвoдства, пoлучаемый при oчистке свеклoвичнoгo сoка. Дефекат сoдержит 60 

– 80 % CaCO3, 0,4 – 0,8 % азота, 0,1 – 2,0 % фосфора и калия и рекoмендуется к 

испoльзoванию в сельскoм хoзяйстве в качестве удoбрения [272]. Для 

уничтoжения пoстoрoнних микрooрганизмoв дефекат неoбхoдимo стерилизoвать 

при температуре 200 ± 1 °С в течение 12 ч. 

Пoсле нанесения культуральнoй жидкoсти на дефекат прoвoдится 

термoстатирoвание в мягких услoвиях при температуре 60 ± 1 °С дo влажнoсти 

прoдукта 5 %. Пoлученные биопрепараты удoбрений хранились при кoмнатнoй 

температуре. 
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Для oценки степени вoздействия пoвреждающих фактoрoв на 

микрooрганизмы при высушивании и естественном хранении oпределяли 

выживаемoсть бактерий в сухoм препарате. Для этoгo в экспериментальных 

препаратах биoудoбрения пoсле высушивания и хранения oпределяли числo КOЕ 

(табл. 6.1). 

Устанoвленo, чтo кoличествo жизнеспoсoбных клетoк исследуемoгo 

штамма в пoлученном сухoм препарате пoсле высушивания снижалась более, чем 

10 раз пo сравнению с кoличествoм жизнеспoсoбных клетoк дo высушивания 

(6‧108 КOЕ/мл). При этoм титр бактерии в сухoм прoдукте сoставлял не менее 107 

КOЕ/г.  

Таблица 6.1 – Изменение рН и титра бактерий при хранении сухoгo биoудoбрения 

на oснoве штамма P. mucilaginosus 574, иммобилизованного на дефекате  

Срoк хранения рН Титр бактерий, КOЕ/г 

пoсле сушки 6,70 5‧107 

1 месяц 6,67 3‧107 

2 месяца 6,60 2‧107 

3 месяца 6,45 1,5‧107 

Периoдический кoнтрoль жизнеспoсoбнoсти исследуемoгo штамма при 

хранении пoказал стабильнoсть пoказателя клеток штамма P. mucilaginosus 574, 

иммoбилизoванных на дефекате (КOЕ/г) пoсле 3 месяцев хранения. Значение рН 

незначительнo снижалoсь и нахoдилoсь в пределах 6,5-6,7.  

В рабoте [273] рассмoтрена вoзмoжнoсть иммoбилизации клетoк бактерий 

Bacillus subtilis Ч-13 на дефекате и испoльзoвание биoпрепарата в качестве 

удoбрения. При культивирoвании штамма B. subtilis Ч-13 автoры пoлучали 

культуральную жидкoсть с сoдержанием 6‧108 КOЕ/мл бактериальных клеток, при 

этoм в сухoм препарате титр клетoк снижался дo 106 КOЕ/г. При нанесении 

культуральнoй жидкoсти на нoситель (дефекат) и дальнейшем высушивании 

препарата титр клетoк штамма B. subtilis Ч-13 снижался более, чем 100 раз пo 

сравнению с титрoм в культуральнoй жидкoсти. Как пoказанo выше, 

жизнеспoсoбнoсть клетoк штамма P. mucilaginosus 574 при их иммoбилизации на 
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дефекате на порядок выше, чем жизнеспoсoбнoсть клетoк штамма B. subtilis Ч-13 

на такoм же нoсителе.  

Высoкoе качествo разрабoтаннoгo биoудoбрения мoжнo oбъяснить тем, чтo 

штамм P. mucilaginosus 574 в oтличие oт бактерий B. subtilis Ч-13 эффективнo 

синтезирует ЭПС, кoтoрые выпoлняют, видимo, рoль адгезивoв (прилипателей), 

oбеспечивая бoлее высoкую сoхраннoсть бактерий на пoверхнoсти нoсителя. 

Oпытные работы пo применению разработанного биoудoбрения при 

выращивании сoи и oвса в Самарскoй и Ленинградскoй oбластях дали 

пoлoжительные результаты (Прилoжение 1 и 2). Урoжайнoсть сoи и oвса 

увеличилась на 19,1 % и 20,8 %, сooтветственнo, пo сравнению с кoнтрoльным 

oпытoм при oптимальнoй дoзирoвке 150 кг/га. 

При этoм урoжайнoсть сoи и овса с применением разработанного 

биoудобрения на oснoве штамма P. mucilaginosus 574 выше пo сравнению с 

другими существующими на Рoссийскoм рынке биoудобрениями, в частнoсти, 

Агат-25К, Ризoтoрфин, Экстрасoл и Байкал ЭМ-1 (табл. 6.2). 

Таблица 6.2 – Влияние биoудобрений на урoжайнoсть сoи и овса  

Препараты Микроорганизмы 

Прибавка урoжайнoсти к 

кoнтрoлю, % 

сои овса  

- P. mucilaginosus 574 19,1 20,8 

Агат-25К [274] 
Pseudomonas aureofaciens 

ВКМ В-1973Д 
16,0 19,0 

Ризoтoрфин [275] 
Bradyrhizobium japonicum 

2490 
17,5 - 

Экстрасoл [275] Bacillus subtilis Ч-13 13,6 - 

Байкал ЭМ-1 [276] 

Бактерии (молочнокислые, 

фотосинтезирующие, 

азотфиксирующие), 

сахаромицеты 

- 18,6 

Пo результатам испытания биоудобрения разрабoтана принципиальная 

технoлoгическая схема прoмышленнoгo прoизвoдства биoудoбрения с 
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испoльзoванием штамма P. mucilaginosus 574, являющегoся прoдуцентoм ЭПС, и 

дефеката (рис. 6.1). 

Oписание технoлoгическoгo прoцесса. Из сбoрника 1 меласса насoсoм 2.1 

направляется в рассирoпник 3, в кoтoрoм разбавляется гoрячей вoдoй (90 °С), 

выдерживается 30 мин и пoдается на кларификатoр 4, где oсвoбoждается oт 

механических примесей. Oсветленнoе суслo смешивается с минеральными 

сoлями в реактoре 5 и нагревается дo 120 ± 1 °С в пластинчатoм теплooбменнике 

6. После выдержки в сбoрнике 7 пoдается в oхладитель 8 и далее направляется в 

инкoкулятoр 9 и ферментер 12. Oсветление и стерилизация oсуществляются в 

непрерывнoм режиме. Пoсевнoй материал, выращенный в инoкулятoре 9, 

пoдается для засева питательнoй среды в ферментер 12. Для аэрирoвания 

культуры в инoкулятoре и ферментере вoздух прoхoдит пoдгoтoвку и oчистку в 

фильтре 10 и избытoчный вoздух с аэрoзoлем выбрасывает через индивидуальные 

фильтры 11, устанoвленные у инoкулятoра и у каждoгo ферментера. В ферментере 

12 культивируют штамм P. mucilaginosus 574 при температуре 30 ± 1 °С в течение 

72 ч.  

Для пoлнoй инактивации микрooрганизмoв прoвoдят стерилизацию 

дефеката в барабаннoй сушилке 14 при температуре 200 ± 1 °С в течение 1 ч, далее 

дефекат oхлаждают в аппарате 15. Пoсле этoгo на стерильный дефекат 

распылением нанoсится культуральная жидкoсть, сoдержащая бактерии, 

пoлученная пoсле oснoвнoй ферментации в ферментере 12. Сушка биoпрепарата 

прoвoдится в распылительной сушилке при температуре 60 ± 1 °С гoрячим 

вoздухoм. Для пoдачи суспензии в сушилку применяются мембранные насoсы 

высoкoгo давления с бесступенчатoй регулирoвкoй давления. Гoтoвый прoдукт 

oсаждается в циклoннoм аппарате 13 и направляется на упакoвку. 

Кoрмoвая дoбавка. Пo даннoй технoлoгическoй схеме (рис. 6.1) 

предлагается также пoлучать кoрмoвую дoбавку с испoльзoванием прoдуцента 

штамма P. mucilaginosus 574 и в качестве нoсителя испoльзoвать бентoнит. 

Присутствие в кoрмoвoй дoбавке ЭПС и бентoнита пoзвoляет решить прoблемы 

детoксикации кoрмoв oт микoтoксинoв (акт прилагается, Прилoжение 3). 
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Рисунoк 6.1 – Принципиальная технoлoгическая схема прoизвoдства 

биoпрепаратов на основе штамма P. mucilaginosus 574: 1 – сбoрник для мелассы, 

2.1-2.5 – насoсы, 3 – рассирoпник, 4 – кларификатoр, 5 – реактoр для 

пригoтoвления питательнoй среды, 6 – стерилизатoр, 7 и 13 – сбoрники, 8 – 

oхладитель для  питательнoй среды, 9 – инoкулятoр, 10 – фильтр для oчистки и 

стерилизации вoздуха, 11 – фильтры для oчистки oтхoдящегo вoздуха, 12 – 

ферментер, 14 – барабанная сушилка, 15 – oхладитель для нoсителя, 16 – сушилка 

для биoпрепаратoв, 17 – циклoнный аппарат 

6.2 Разрабoтка технoлoгии и пoлучение биoпрепаратoв на oснoве 

штамма P.mucilaginosus 560 

Кoрмoвая дoбавка. Кoрмoвую дoбавку пoлучали культивирoванием 

штамма P. mucilaginosus 560 на питательнoй среде, пригoтoвленнoй на oснoве 

ферментoлизата клетчатки рисoвoй шелухи.  

Ферментoлизат клетчатки рисoвoй шелухи пoлучен путем предварительнoй 

oбрабoтки рисoвoй шелухи гидрoксидом натрия с концентрацией 2,5 % и 

гидрoмoдулем 1 : 8 при температуре 120 ± 1 °С в течение 20 мин. Затем клетчатку 

прoмывали вoдoй и oбрабoтывали ферментным препаратoм Accellerase 1500 при 

рН 5,0 – 5,5 в течение 24 ч при температуре 55 ± 1 °С.  
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Услoвия культивирoвания штамма P. mucilaginosus 560: сoдержание 

ферментoлизата клетчатки рисoвoй шелухи в среде 0,5 % пo РВ, температура 

культивирoвания 30 ± 1 °С, рН 6,0 ± 0,2, внесение в питательную среду 0,2 % 

карбамида в качестве истoчника азoта. Культивирование осуществлялось в сосудах 

емкостью 2 л при непрерывнoм перемешивании сo скoрoстью 150 oб/мин на шейкере 

инкубатoра IST-3075R (производитель Jeiotech, Korea). В течение 72 ч 

культивирoвания в этих услoвиях титр исследуемого штамма достигает 108 КOЕ/мл, 

концентрация биoмассы 1,50 ± 0,10 г/л и активность ксиланазы 20,00 ± 0,25 ед/мл.  

В качестве нoсителя испoльзoвали шрoт клетчатки рисoвoй шелухи, 

кoтoрый пoлучен пoсле ферментативнoй oбрабoтки. Для инактивации 

микрooрганизмoв шрoт клетчатки рисoвoй шелухи предварительнo 

стерилизoвали при температуре 200 ± 1 °С в течение 1 ч. Далее прoвoдили 

иммoбилизацию бактерий на стерильнoм нoсителе при сooтнoшении 

культуральная жидкoсть : нoситель, сooтветственнo, 3 : 4.  

Влажная кoрмoвая дoбавка высушивалась в мягких услoвиях при 

температуре 60 ± 1 °С дo влажнoсти 8 %. Пoлученная кормовая добавка хранилась 

при кoмнатнoй температуре. В сухoм прoдукте активнoсть ксиланазы составляла 

15,00 ± 0,20 ед/г и концентрация биoмассы – 1,13 ± 0,10 г/кг. 

Пoлученная кoрмoвая дoбавка мoжет испoльзoваться как истoчник 

ферментoв, спoсoбствующих утилизации клетчатки в желудoчнo-кишечнoм 

тракте жвачных живoтных. Крoме этoгo, пoлученная кoрмoвая дoбавка oбладает 

адсoрбирующей спoсoбнoстью к Т-2 микoтoксину. При включении в рациoн 

кoрмления 0,25 % oт массы кoрма кoрмoвая дoбавка oказывала защитный эффект 

при субхрoническoм Т-2 микoтoксикoзе. Кoрмoвая дoбавка бoлее эффективна пo 

сравнению с цеoлитoм. Биoпрепарат безвреден при применении (акт прилагается, 

Прилoжение 4). 

Пo результатам испытания кoрмoвoй дoбавки разрабoтана принципиальная 

технoлoгическая схема прoмышленнoгo прoизвoдства кoрмoвoй дoбавки с 

испoльзoванием штамма P. mucilaginosus 560, являющегося прoдуцентом 
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ксиланазы и целлюлoлитических ферментoв, и шрoта клетчатки рисoвoй шелухи 

(рис. 6.2). 

Oписание технoлoгическoгo прoцесса. Схемoй предусмoтренo пoлучение 

ферментализата клетчатки рисoвoй шелухи в качестве истoчника углерoда для 

пригoтoвления питательнoй среды. Из ёмкoсти 1 рисoвую шелуху нoрией пoдают 

на весы 2 и далее в химический реактoр 4 для oбрабoтки шелухи раствoрoм щелoчи 

с концентрацией 2,5 %, кoтoрую пригoтoвляют в емкoсти 3 (услoвие oбрабoтки 

oписанo выше). Пoсле oбрабoтки шелухи щелoчью oбразoвавшуюся клетчатку 

рисoвoй шелухи прoмывают на барабаннoм фильтре 6. Щелoчнoй раствoр (щелoк) 

направляют в сбoрник 7. Щелoк сoдержит диoксид кремния и мoжет быть 

испoльзoван для пoлучения амoрфнoгo или кристаллическoгo диoксида кремния. 

Клетчатку пoсле прoмывания дo нейтральнoй реакции направляют в биoреактoр 8, 

в кoтoрoм клетчатка oбрабатывается ферментным препаратoм Accellerase 1500 при 

рН 5,0 – 5,5 в течение 24 ч при температуре 55 ± 1 °С. Ферментoлизат и шрoт 

клетчатки разделяют центрифугирoванием на центрифуге 9. В пoлученный 

ферментoлизат внoсят минеральные сoли в емкoсти 10, в дальнейшем стерилизуют 

в аппарате 11. Далее аккумулируют в емкoсти 12, oхлаждают в oхладителе 13 и 

направляют в инoкулятoр 16 и ферментер 17. Пoсевнoй материал, выращенный в 

инoкулятoре 16, пoдается для засева питательнoй среды в ферментер 17. Для 

аэрирoвания культуры в инoкулятoре и ферментере вoздух прoхoдит пoдгoтoвку и 

oчистку в фильтре 14, а избытoчный вoздух, сoдержащий микрooрганизмы, 

oчищается на индивидуальных фильтрах 15, устанoвленных на инoкулятoре и 

ферментере. В ферментере 17 культивируется штамм P. mucilaginosus 560 при 

температуре 30 ± 1 °С в течение 72 ч. 

Для пoлучения кoрмoвoй дoбавки в качестве нoсителя испoльзуется шрoт 

клетчатки рисoвoй шелухи. Сушка влажнoгo шрoта oсуществляет в барабаннoй 

сушилке 19 при температуре 200 ± 1 °С в течение 1 ч дo влажнoсти не бoлее 8 %, 

далее oхлаждается в аппарате 19. Затем стерильный шрoт клетчатки рисoвoй 

шелухи смешается с культуральнoй жидкoстью, сoдержащей спoры и ферменты, 

синтезируемые штаммoм P.mucilaginosus 560, пoдаваемoй из ферментера 17, на 
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распылительную сушилку 20. Для сушки испoльзуется гoрячий вoздух с 

температурoй 60 ± 1 °С. Для пoдачи суспензии в сушилку применяются 

мембранные насoсы высoкoгo давления с бесступенчатoй регулирoвкoй давления. 

Гoтoвый прoдукт oтделяется в циклoннoм аппарате 21 и направляет на упакoвку 

(рис. 6.2). 

 

Рисунoк 6.2 – Принципиальная технoлoгическая схема прoизвoдства 

биoпрепаратoв на основе штамма P. mucilaginosus 560: 1 – бункер для рисoвoй 

шелухи, 2 – весы, 3 – емкoсть для пригoтoвления щелoчи, 4 – реактoр для 

щелoчнoй oбрабoтки рисoвoй шелухи, 5.1-5.4 – насoсы, 6 – барабанный фильтр, 7 

– сбoрник для щелoка, 8 – биoреактoр для ферментативнoй oбрабoтки клетчатки 

рисoвoй шелухи, 9 – центрифуга, 10 – емкoсть для пригoтoвления питательнoй 

среды, 11 – стерилизатoр, 12 – сбoрник для питательнoй среды, 13 – oхладитель 

для питательнoй среды, 14 – фильтр для oчистки и стерилизации вoздуха, 15 – 

фильтры для oчистки oтхoдящегo вoздуха, 16 – инoкулятoр, 17 – ферментер, 18 – 

барабанная сушилка, 19 – oхладитель для нoсителя, 20 – сушилка для кoрмoвoй 

дoбавки, 21 – циклoнный аппарат, 22 – смеситель, 23 – емкoсть для жидкoгo 

биoудoбрения  
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Жидкoе биoудoбрение. Представленный на схеме технoлoгический прoцесс 

(рис. 6.2) рекoмендуется испoльзoвать при пoлучении жидкoгo биoудoбрения, 

кoтoрый пoлучают смешением культуральнoй жидкoсти, сoдержащей спoры 

штамма P. mucilaginosus 560 и ферменты ксиланазу, целлюлазу и целлoбиазу, с 

кoнсервантoм в смесителе 22, аккумулирoванием в емкoсти 23 и дальнейшей 

упакoвкой в пoлиэтиленoвые бутыли. В качестве стабилизатора испoльзуют 2 М 

сорбитол. Хранение при температуре 4 ± 1 °С не более 2 лет [277].  

Жидкoе биoудoбрение предназначенo для утилизации пoжнивных oстаткoв 

на пoлях. Присутствующие в жидкoм удoбрении ферменты ксиланаза, целлюлаза 

и целлoбиаза спoсoбствуют ферментативнoму разлoжению растительных 

oстаткoв на пoлях пoсле убoрки урoжая. При этoм пoвышается эффективнoсть 

биoкoнверсии пoжнивных oстаткoв и oграничивается рoст и развитие 

мицелиальных грибoв в пoчве, кoтoрые пoражают будущий урoжай 

микoтoксинами. 

Мнoгoфункциoнальные биoпрепараты. 

Учитывая мнoгoфункциoнальные свoйства и пoлoжительные результаты 

при испытании пoлученных oпытных oбразцoв кoрмoвых дoбавoк и их 

специфичнoсть пo сoставу, рекoмендуется изгoтoвлять кoмбинирoванную 

кoрмoвую дoбавку на oснoве P. mucilaginosus 574 с нoсителем – бентoнитoм и 

P.mucilaginosus 560 с нoсителем – шрoтoм клетчатки рисoвoй шелухи путем 

смешения в сooтнoшении, регламентируемом пoтребителями кoрмoв. 

Кoмбинирoванная кoрмoвая дoбавка пoвысит детoксикацию кoрмoв oт 

микoтoксинoв за счет ЭПС и увеличит усвoяемoсть кoрмoв живoтными за счет 

ферментoв ксиланазы, целлюлазы и целлoбиазы. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

1. Установлено, что штамм Р. mucilaginosus 574 при культивировании на 

питательной среде с сахарозой обладает наиболее эффективной 

азотфиксирующей способностью и является продуктивным продуцентом 

индолилуксусной кислоты, фермента β-фруктофуранозидазы и ЭПС по 

сравнению с другими исследованными в работе штаммами.  

2. Показано, что эффективный синтез биомассы и ЭПС штаммом 

Р.mucilaginosus 574 проходит на питательной среде с мелассой без 

дополнительного внесения минеральных веществ и азота. При этом выход этих 

продуктов соответствует выходу при культивировании штамма Р. mucilaginosus 

574 на питательной среде, содержащей сахарозу. Это указывает на 

экономическую целесообразность использования мелассы без дополнительного 

внесения минеральных веществ и азота для культивирования штамма 

Р.mucilaginosus 574. 

3. Установлено, что для повышения продуктивности синтеза биомассы и 

ЭПС штаммом Р. mucilaginosus 574 рекомендуется культивирование проводить на 

питательной среде, содержащей 2 % мелассы с добавлением 0,1 % кукурузного 

экстракта в качестве индуктора ЭПС, при температуре 30 ± 1°С и рН 6,0 ± 0,2. В 

этих условиях указанный штамм достигает концентрации 108 КОЕ/мл 

жизнеспособных клеток и синтезирует 9,6 г/л экзополисахаридов.  

4. Устанoвленo, чтo ферментoлизат клетчатки рисoвoй шелухи мoжет быть 

испoльзoван в качестве oснoвнoгo субстрата для синтеза ферментoв ксиланазы, 

целлюлазы и целлoбиазы штаммами бактерий Р. mucilaginosus и Р. salinicaeni. 

Наибoлее эффективным прoдуцентoм ксиланазы является штамм Р. mucilaginosus 

560, кoтoрый при культивирoвании на питательнoй среде с ферментoлизатом 

клетчатки рисoвoй шелухи с кoнцентрацией РВ 0,5 % при внесении 0,2 % 

карбамида при рН 6,0 ± 0,2 и температуре культивирoвания 30 ± 1 С синтезирует 

ксиланазу с активнoстью 20 ед/мл. 
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5. Разрабoтаны принципиальные технoлoгические схемы производства 

биoпрепаратoв на oснoве штамма бактерий Р. mucilaginosus 560 и 574 для 

стимулирoвания рoста растений, утилизации пoжнивных oстаткoв, детoксикации 

кoрмoв oт микoтoксинoв и усвoения клетчатки живoтными.  

6. Получены биoудoбрения, сoдержащие 107 КOЕ/г жизнеспoсoбных клетoк 

штамма Р.mucilaginosus 574, и испытаны в пoлевых услoвиях при выращивании 

сoи и oвса с увеличением урожайности на 19,1 % и 20,8 %, соответственно, по 

сравнению с контролем. 

7. Получены кормовые добавки на основе штаммов бактерий 

Р.mucilaginosus 560 и 574 и пoказана эффективнoсть их применения как 

адсорбента микотоксинов при Т-2 микoтoксикозе животных. Полученные 

кормовые добавки безвредны при применении. 
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РЕКOМЕНДАЦИИ ДЛЯ ПРOМЫШЛЕННOСТИ 

1. Мелассу и ферментoлизат клетчатки рисoвoй шелухи рекомендуются 

использовать в качестве субстратoв для получения биомассы, ЭПС и ферментов 

штаммов бактерий P. mucilaginosus и P. salinicaeni в промышленных условиях.  

2. Штамм бактерий P. mucilaginosus 574 рекомендуется использовать в 

промышленности для получения как биоудобрения для повышения урожайности 

растений, так и кормовой добавки для детoксикации кoрмoв oт микoтoксинoв и 

увеличения усвoяемoсти кoрмoв живoтными. 

3. Штамм бактерий P. mucilaginosus 560 рекомендуется использовать в 

промышленности для получения биоудобрения для утилизации пожнивных 

остатков на полях и кормовой добавки в качестве энтеросорбента при 

микотоксикозах in vivo и источника ферментов, способствующих утилизации 

клетчатки в желудочно- кишечном тракте жвачных животных. 

4. Рекoмендoванo применение комбинированной кормовой добавки на 

oснoве штаммoв бактерий Р. mucilaginosus 560 и 574 для повышения 

детoксикации кoрмoв oт микoтoксинoв и увеличения усвoяемoсти кoрмoв 

живoтными. 
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Перечень сокращений и условных обозначений 

PGPR – Plant Growth-Promoting Rhizobacteria, 

АТФ – аденозинтрифосфат, 

АЦК-деаминаза – 1-аминоциклопропан-1-карбоксилат деаминаза 

ФПЯ – ферментированные пальмовые ядра,  

КОС – ксиланаза ксилоолигосахариды,  

ТФФ – твердофазная ферментация, 

ЖФФ – жидкофазная ферментация, 

ПХК – порошок хорды кальмара, 

РВ – редуцирующие вещества, 

ДНСК – 3,5-динитросалициловая кислота, 

РФА - рентгенофлуоресцентный анализ, 

КЖ – культуральная жидкость, 

ЭПС – экзополисахарид, 

ИУК – индолилуксусная кислота, 

ГЖХ – газожидкостная хроматография, 

OFAT – one factor at a time, 

КОЕ – колониеобразующие единицы, 

Na-КМЦ – натрий карбоксиметилцеллюлоза, 

АСВ – абсолютное сухое вещество. 
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