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Резюме. Животноводство является важной частью агропромышленного комплекса России. 
Для его развития разрабатываются различные кормовые добавки, в том числе пробиотические, 
которые оказывают положительное влияние как на продуктивность, так и на здоровье живот-
ных. Пробиотические добавки состоят из живых микроорганизмов, которые, попадая в желу-
дочно-кишечный тракт, не погибают, а сохраняют свою жизнеспособность и активно участ-
вуют в процессе пищеварения. Бактерии рода Bacillus, широко распространенные в создании 
пробиотических добавок, путем синтеза пектолитических, протеолитических ферментов спо-
собствуют нормализации пищеварения, занимаются выработкой заменимых и незаменимых 
аминокислот, таких как треонин, глутаминовая кислота, аланин, валин, тирозин, гистидин. По-
мимо этого, данные бактерии стимулируют резистентность организма, обладают антиаллер-
генным и антитоксическим действием, а также проявляют противоопухолевую активность. В 
данной статье рассматривается влияние факторов, таких как температура культивирования и 
активная кислотность среды, на развитие пробиотической культуры Bacillus subtilis. Наша ра-
бота заключалась в том, чтобы опытным путем определить оптимальные значения темпера-
туры и кислотности для культивирования микроорганизмов. Для определения оптимального 
уровня кислотности было проведено 4 опыта с pH равным 6, 7, 8, 9, а для определения наибо-
лее подходящей температуры было проведено 5 опытов с 37, 25, 30, 33,5, 40. Так, в результате 
опытов, проведенных в ФГБНУ ДальНИИМЭСХ в 2018-19 годах, было установлено, что по-
вышение температуры культивирования до С и pH среды до 8 положительно сказывается 
на динамике роста бактерии Bacillus subtilis. 
 
Ключевые слова: Пробиотики, микрофлора, микроорганизмы, кислотность, температура, пи-
щеварение. 
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INFLUENCE OF CULTIVATION TEMPERATURE AND ACTIVE ACIDITY  
OF SOY-CORN SUBSTRATE ON THE GROWTH DYNAMICS OF THE BACTERIUM 
BACILLUS SUBTILIS  
 
Abstract. Animal husbandry is an important part of the Russian agro-industrial complex. For its 
development, various feed additives are being developed, including probiotic ones, which have a 
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positive effect on both productivity and animal health. Probiotic additives consist of living microor-
ganisms that do not die when they enter the gastrointestinal tract, but retain their viability and actively 
participate in the process of digestion. Bacteria of the genus Bacillus, widely used in the creation of 
probiotic additives, through the synthesis of pectolytic, proteolytic enzymes, contribute to the nor-
malization of digestion, produce nonessential amino acids and essential amino acids, such as threo-
nine, glutamic acid, alanine, valine, tyrosine, histidine. In addition, these bacteria stimulate the body's 
immunity, have anti-allergenic and antitoxic effects, and also exhibit antitumor activity. This article 
examines the influence of factors such as cultivation temperature and active acidity of the medium 
on the development of probiotic culture of Bacillus subtilis. Our goal was to experimentally determine 
the optimal values of temperature and acidity for the cultivation of microorganisms. To determine the 
optimal level of acidity, 4 experiments were conducted with a pH equal to 6, 7, 8, 9, and to determine 
the most suitable temperature, 5 experiments were conducted with 37, 25, 30, 33.5, 40. So, as a result 
of experiments conducted at the Far East Research Institute of Mechanization and Electrification of 
Agriculture in the years 2018-19, it was found that an increase in the cultivation temperature up to 

С and the pH of the medium up to 8 had positive effect on the growth dynamics of the bacterium 
Bacillus subtilis. 
 
Keywords: Probiotics, microflora, microorganisms, acidity, temperature, digestion.

 
Пробиотики - это комплекс живых, не 

патогенных микроорганизмов, которые, по-
падая в пищеварительный тракт животных, 
сохраняют свою жизнеспособность и при-
нимают активное участие в пищеварении. 
Занимаются расщеплением питательных 
веществ, что, как следствие, положительно 
сказывается на продуктивности животных, 
а также оказывают благоприятное влияние 
на антиинфекционную устойчивость орга-
низма [5, 7, 12]. 

Микроорганизмы рубца жвачных жи-
вотных играют особо важную роль в пище-
варении. Они обрабатывают корм: разрых-
ляют, измельчают его, он становится более 
доступным для действия бактериальных 
ферментов. К примеру: инфузории, находя-
щиеся в рубце, отвечают за переваривание 
белка, крахмала, клетчатку, сахара, а белок, 
что они синтезируют, имеет высокую пита-
тельную ценность [3]. 

Положительное влияние пробиотиче-
ских кормовых добавок доказывается мно-
гими опытами. Так, при скармливании те-
лятам молочного периода пробиотической 
добавки «Нормосил» наблюдалось улучше-
ние переваримости протеина на 3,1%, уве-
личение среднесуточного прироста телят на 
7,4%. При этом морфологический состав и 
биохимические показатели крови подопыт-

ных телят в 3-х месячном возрасте находи-
лись в пределах физиологической нормы 
[11]. 

При использовании пробиотика «Мо-
носпорин» в рационе новорожденных телят 
было установлено его положительное влия-
ние на прирост живой массы. Так, телята из 
опытной группы, получавшие пробиотик к 
основному рациону, за период с первого по 
второй месяц превосходили телят кон-
трольной группы на 2,7%, за 2-й месяц - на 
5,6%, за 3-й месяц – на 14,4%. При этом за-
мечено снижение заболеваний желудочно-
кишечного тракта [4]. 

Скармливание препарата «Бацелл», 
состоящего из спорообразующих бактерий 
рода Bacillus subtilis и ацидофильных бак-
терий Lactobacillus acidophilus, в количе-
стве 60 г на голову в сутки показало улуч-
шение перевариваемости кормов. Опытная 
группа, что получала добавку, превосхо-
дила контрольную: по переваренному су-
хому веществу на 7,57%, по переваренному 
органическому веществу на 7,25%, сырого 
протеина на 5,95, сырого жира на 5,51. 
Также в ходе опыта установлено, что введе-
ние в рацион коров пробиотика «Бацелл» 
оказывает положительное влияние на их 
молочную продуктивность. Коровы опыт-
ной группы, в среднем, давали на 17,56% 
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больше молока, чем коровы опытной 
группы [2]. 

Бактерии рода Bacillus способствуют 
нормализации пищеварения путем синтеза 
пектолитических, протеолитических фер-
ментов, занимаются выработкой замени-
мых и незаменимых аминокислот, таких 
как треонин, глутаминовая кислота, ала-
нин, валин, тирозин, гистидин и др. По-
мимо этого, данные бактерии стимулируют 
резистентность организма, обладают анти-
аллергенным и антитоксическим дей-
ствием, а также проявляют противоопухо-
левую активность [10]. Именно бактерии 
этого рода было решено взять за основу в 
наших опытах. 

Для выращивания необходимых мик-
роорганизмов в искусственных условиях 
используются питательные среды. На них 
происходят рост, развитие и размножение 
микроорганизмов. От качества питательной 
среды зависит протекание жизненных про-
цессов культивируемых микроорганизмов. 
Следовательно, очень важным моментом 
при выращивании микроорганизмов можно 
считать создание подходящих для этого 
условий [1]. 

Питательные среды для выращивания 
микроорганизмов могут быть изготовлены 
из различных компонентов животного, рас-
тительного или минерального происхожде-
ния. Главный компонент таких сред может 
быть использован как основа для промыш-
ленного производства питательных суб-
стратов. В таком случае питательная среда 
должна состоять из 2-х частей: постоянной 
(универсальной), включающей базовый 
субстрат, и специфичной, что меняется в за-
висимости от потребностей микроорганиз-
мов [8]. 

Активная кислотность питательной 
среды у бактерий лежит в пределах рН от 5 
до 9, а оптимальная температура для куль-
тивирования мезофильных микроорганиз-
мов 25-44°С [9]. Сильные отклонения от 
этих величин могут стать причиной гибели 
микроорганизмов. 

На российском рынке преобладает 
большое количество отечественных про-

биотических препаратов в порошкообраз-
ном виде (лиофилизированные). В таком 
состоянии микроорганизмы длительное 
время (до 1 года) хорошо сохраняются, не 
теряя своих основных свойств. Но у таких 
препаратов есть недостаток - это высокая 
стоимость, в связи с технологией лиофили-
зации.  

В пробиотических препаратах, в кото-
рых микроорганизмы находятся в жидкой 
среде, все наоборот. Максимальный срок их 
хранения составляет 6 месяцев. Их стои-
мость на порядок ниже, чем лиофилизиро-
ванные препараты, но при нарушении усло-
вий транспортировки и хранения, резких 
перепадах температур, а также попадании 
воздуха из окружающей среды в препарат, 
возникает риск потери активности пробио-
тических микроорганизмов. 

В связи с тем, что предприятия, изго-
тавливающие пробиотические препараты, 
находятся в европейской части страны, 
также повышается цена на доставку таких 
препаратов в удаленные части Российской 
Федерации, что, в свою очередь, снижает 
экономическую эффективность примене-
ния пробиотиков в животноводстве. 

Целью наших исследований является 
разработка состава и технологии получения 
пробиотической кормовой добавки на ос-
нове соево-кукурузного субстрата. Этапом 
2018-2019 гг. являлось в изучении физико-
химических свойств соево-кукурузного 
субстрат на динамику роста микроорганиз-
мов Bacillus subtilis, для дальнейшей их оп-
тимизации.  

Методы исследований. Исследова-
ния проводились на базе ФГБНУ Даль-
НИИМЭСХ в 2018-2019 гг. Для определе-
ния влияния активной кислотности и тем-
пературы соево-кукурузного субстрата на 
динамику роста микроорганизмов и опре-
деления диапазона варьирования, при опти-
мизации технологических условий культи-
вирования пробиотической культуры 
Bacillus subtilis в соево-кукурузном кормо-
вом субстрате, проведено 2 эксперимента 
по 5 опытов в трех повторностях отдельно 
с активной кислотностью и температурой. 
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В первом случае диапазон варьирования ак-
тивной кислотности был от 5 до 9 рН, куль-
тивирование проводилось при температуре 
37 °С. Во втором эксперименте темпера-
туру субстрата изменяли с помощью термо-
стата от 25 до 40С , контрольный образец 
был при культивировании 37C , рН на 
начало эксперимента была 7.  

Соево-кукурузный субстрат готовили 
согласно патенту№ 2685886 (Шишкин В.В., 
Усанов В.С. и др.) [13]. Количество микро-
организмов на начало всех опытов было 
0,06×105 КОЕ. Отбор проб для подсчета 
микроорганизмов производили через 4 и 20 
часов. В качестве контроля был взят опыт 
культивирования при 37°. Подсчет микро-
организмов проводили по методике Вино-
градского – Брида (А.И. Нетрусов, 2005). 

Статистическая обработка результатов экс-
периментов осуществлялась по методике 
Н.А. Плохинского(1977).  

Результаты исследований. В резуль-
тате исследования влияния изменения ак-
тивной кислотности в субстрате на дина-
мику роста микроорганизмов Bacillus sub-
tilis было установлено, что при доведении 
активной кислотности соево-кукурузного 
субстрата до значения 5рН, соевый белок 
(протеин) начинал сворачиваться. Данный 
эффект в дальнейшем не позволяет точно 
провести подсчет микроорганизмов, так как 
они будут не- равномерно распределены в 
субстрате, а полученные белковые хлопья 
могут отрицательно повлиять на усвояе-
мость всей кормовой добавки и привести к 
расстройству ЖКТ животных. Поэтому ак-
тивную кислотность в субстрате перед 
культивированием варьировали в пределах 
6-9 рН (табл. 1).

Таблица 1  
Влияние изменения активной кислотности в субстрате на динамику роста микроорганизмов 

Bacillus subtilis 

Активная кис-
лотность, рН 

Кол-во мик-
роор-мов на 
начало 

опыта(×105) 

Кол-во микроорганизмов в 1 мл 
продукта после культивирования 

(×105) 
В % соотношении от контроля 

4 часа 20 часов 4 часа 20 часов 
7 (контроль) 0,06 2,84±0,22 294±17,8 100 100 

6 0,06 2,56±0,12 239±8,29 90,2 81,5 
8 0,06 3,91±0,13 234±75 137,9 79,7 
9 0,06 2,45±0,27 114±6 86,4 38,7 

 

 
Рис. 1. Влияние изменения кислотности на динамику роста микроорганизмов Bacillus subtilis 
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Из представленной выше диаграммы 
(рис. 1.) видно, что повышение активной 
кислотности до 8 единиц позволяет увели-
чивать скорость роста микроорганизмов 
после 4 часов культивирования на 38% по 
сравнению с контролем (рН 7).  

При дальнейшем культивировании 
скорость роста биомассы замедляется. 
Уменьшение рН в кислую сторону или в 

щелочную сторону от pH 8 негативно ска-
зывается на дальнейшем их развитии. По-
этому для оптимизации физико-химиче-
ских свойств субстрата варьировать дан-
ный фактор необходимо в диапазоне от 7 до 
9 рН.  

В результате эксперимента по опре-
делению влияния температуры культиви-
рования на динамику роста микроорганиз-
мов представлены в таблице 2.

 
Рис. 2. Снимок микробиологического мазка после 4 часов культивирования,  

при начальной активной кислотности 8 рН (2-х кратное разведение) 
Таблица 2  

Влияние температуры культивирования на динамику роста микроорганизмов 

Температура куль-
тивирования, С° 

Кол-во мик-
роор-мов на 
начало 

опыта (×105) 

Кол-во микроорганизмов в 1 мл про-
дукта после культивирования (×105) 

В % соотношении  
от контроля 

4 часа 20 часов 4 часа 20 часов 

37 (контроль) 0,06 2,84±0,22 294±17,8 100 100 
25 0,06 1,31±0,401 54,1±4,42 46,2 18,4 
30 0,06 2,17±0,093 86±2,76 76,4 29 

33,5 0,06 2,44±0,044 219±7,23 85,98 74,54 
40 0,06 5,36±0,283 297±8,84 188,95 101,23 

 

 
Рис. 3. Влияние изменения температуры на динамику роста микроорганизмов Bacillus subtilis 
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Исходя из данных, представленных в 
диаграмме, (рис. 3) видно, что в диапазоне 
температуры 25-40° наблюдается рост мик-
роорганизмов, но наибольшее их число 
было после 4 часов культивирования при 40 

градусах и превысило контроль на 88,95%. 
При 20 часов культивирования темп роста 
микроорганизмов в данном опыте снизился 
и превысил контроль всего на 1,23%.

 

 
Рис. 4. Снимок микробиологического мазка после 4 часов культивирования, при температуре 

37С (4-х кратное разведение). 
 

Минимальная активность микроорга-
низмов наблюдается во 2-м опыте при 25 
градусах культивирования. Сильный ска-
чок роста, а затем его резкий спад при 40 
градусов культивирования,объясняется 
тем, что микроорганизмы в процессе своей 
жизнедеятельности закисляют среду, что 
негативно сказывается на росте бактерий. В 
опыте активная кислотность достигала зна-
чения 5,7 после 20 часов.  

Вывод. По результатам проведенных 
опытов было установлено, что наибольший 
рост микроорганизмов достигается при 40 
градусах после 4 часов культивирования и 
превышает контроль на 88,95%. При куль-
тивировании 20 часов темп роста микроор-
ганизмов снижался. По нашему мнению, в 

исследуемом промежутке времени в опыте 
по сравнению с контролем присутствуют 
все фазы роста микроорганизмов: лаг-фаза; 
фаза ускорения роста; фаза экспоненциаль-
ного роста; фаза замедления роста; фаза 
стационарная; фаза отмирания культуры.  

Аналогично повышение активной 
кислотности до 8 единиц позволяет увели-
чивать скорость роста микроорганизмов 
после 4 часов культивирования на 38% по 
сравнению с контролем, при дальнейшем 
культивировании (20 часов) скорость роста 
биомассы замедляется. 

Полученные результаты лягут в раз-
работку технологии получения пробиоти-
ческой добавки.  
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