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Подобран	 оптимальный	 состав	 питательной	 среды	 для	 культивирования	 пропионово-
кислых	бактерий	Propionibacterium	freudenreichii.	Полученная	жидкая	закваска	с	максимальным	
накоплением	биомассы	пропионовокислых	бактерий	высушена	методом	распылительной	суш-
ки.	При	проведении	процесса	подобраны	защитные	среды,	при	которых	достигается	мини-
мальная	 гибель	 и	 сохраняется	 достаточное	 количество	живых	 бактерий	 по	 отношению	 к	
жидкой	закваске.
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Введение
В последние годы все большее внимание 

уделяется созданию продуктов функциональ-
ного питания, способных оказывать опреде-
ленное регулирующее действие на организм 
в целом или на его определенные системы 
и органы или на их функции. Большое вни-
мание исследователей привлекают пропио-
новокислые бактерии (ПКБ), отличительной 
способностью которых является широкий син-
тез витамина В12 и высокие иммуногенные и 
антимутогенные свойства. ПКБ приживаются 
в кишечнике людей и способны к снижению 
геннотоксичного действия ряда химических 
соединений и УФ – лучей [1]. В связи с этим 
является актуальным создание препарат-про-
биотиков на основе ПКБ. В этой связи одним 
из направлений при решении задач, направ-
ленных на оздоровление населения, являются 
исследования в области разработки новых эф-
фективных пробиотических продуктов, в част-
ности, на основе ПКБ, а также совершенство-
вание выпускаемых форм этих препаратов и 
интенсификация производства для получения 
качественного продукта с наилучшими свой-
ствами.

Для использования этих препаратов в пи-
щевой промышленности необходимо создать 
условия для продления сроков их хранения, 
что определяется экономическими условиями 
производства. Подобные препараты приобре-
тают различные конечные формы. Их исполь-
зование возможно и в виде жидкого концен-
трата, и в суспедированной форме, и в виде 
сухих концентрированных форм. Получение 
препарата в той или иной форме продикто-
вано условиями последующего применения, 
наилучшего сохранения целевых свойств; под-
держания микроорганизмов в биологически 
активном состоянии, сохранностью полезных 
активных веществ (аминокислоты, органиче-
ские кислоты, витамины и т.д.). Не исключени-
ем является и получение сухих концентриро-
ванных препаратов.

Поэтому целью данной работы служит 
апробирование методики получения сухого 
концентрата пропионовокислых бактерий. На 
основе литературных данных по культивиро-
ванию пропионовокислых бактерий был опре-
делен состав основной питательной среды, 
которая принята в качестве контрольной при 
последующей отработке по повышению на-
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копления биомассы ПКБ и режимов процесса 
сушки. В состав этой среды входят: молоч-
ная сыворотка, дрожжевой автолизат, гидро-
лизованное молоко, аскорбиновая кислота, 
сульфат аммония, буфер, лактоза и хлорид 
кобальта. В качестве инокулята используется 
концентрат пропионовокислых бактерий, ко-
торый содержит клетки  селективных штам-
мов Propionibacterium freudenreichii  (подвиды 
shermanii и globosum) с высокой температурой 
второго нагревания. Количество жизнеспособ-
ных бактерий в одной порции концентрата - не 
менее (2,8 ± 0,8) млрд. КОЕ. Основные усло-
вия накопления: соотношение компонентов, 
температура культивирования, количество 
вносимой закваски, добавки к среде, продол-
жительность культивирования продуцента.

МЕТОДЫ И СРЕДСТВА ИССЛЕДОВАНИЙ
Оптимизация проводилась по методу кру-

того восхождения (метод Бокса - Уилсона). В 
качестве параметра оптимизации принято на-
копление биомассы бактерий.

Определение количества витамина В12 
осуществлялось спектрофотометрическим ме-
тодом, а биомассы – методом взвешивания [2].

Спектрофотометрический метод опреде-
ления витамина В12  заключается в отделении 
и промывке клеток бактерий с переводом ко-
баламинов в водный раствор путем гидролиза, 
воздействии светом на полученный гидроли-
зат для перевода кобаламина в оксикобала-
мин и определении оптической плотности при 
длине волны    530 нм. Оптическая плотность 
раствора пропорциональна содержанию коба-
ламина. Чувствительность метода – 10 мкг в 
пробе. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе работы проводилась 

оптимизация состава ростовых компонентов 
питательной среды для культивирования Pro-
pionibacterium freudenreichii.

Установлено, что пропионовокислые бак-
терии и бифидобактерии относятся к актино-
мицетной группе микроорганизмов. Так, для 
количественного учета этих бактерий приме-
няются идентичные среды,  вследствие чего 
для накопления биомассы пропионовокислых 
бактерий была взята фоновая среда на основе 
сыворотки с добавлением ростовых компонен-
тов дрожжевого автолизата и гидролизованно-
го молока для культивирования бифидобакте-
рий с последующей оптимизацией. 

Пропионовокислые бактерии являются 
активными продуцентами витамина В12. Сле-

дует отметить, что синтез витамина зависит от 
условий культивирования. Известно, что кор-
риноиды включают в группу тетрапиррольных 
соединений, несущих жизненно важные функ-
ции. Ионы металлов в этих соединениях нахо-
дятся в комплексе с органическими лиганда-
ми, а в коферментах В12 атом кобальта связан 
с углеродом. Энзиматический гемолиз Со-С 
связи приводит к образованию реактивных ве-
ществ. Эти вещества провоцируют протекание 
реакций, которые в иных случаях должны быть 
подавлены. Однако в естественных питатель-
ных средах содержание кобальта минималь-
но, поэтому в фоновую питательную среду мы 
также добавляли ионы Co2+, которые влияют 
на выход биомассы и синтез витамина В12 [3].

Оптимизация проводилась по методу Бок-
са - Уилсона. В качестве параметра оптимиза-
ции принято накопление биомассы бактерий. 
По результатам определены оптимальный со-
став питательной среды и условия культиви-
рования, позволяющие добиться максималь-
ного накопления биомассы пропионовокислых 
бактерий с высоким титром жизнеспособных 
клеток [4]. В качестве основного компонента 
питательной среды для культивирования ПКБ 
была взята молочная сыворотка [5], так как мо-
лочная сыворотка  обладает пищевой и био-
логической ценностью, имеет специфический 
химический состав, физико - химические свой-
ства, структурно - механические, оптические, 
теплофизические и электрические характери-
стики.

Переработка и использование молочной 
сыворотки является одним из самых актуаль-
ных вопросов молочной промышленности. 
Рациональное использование молочной сыво-
ротки заслуживает внимание как с точки зре-
ния полной утилизации всех составных частей 
молока, так и с точки зрения проблемы охраны 
окружающей среды [6].

В качестве варьируемых факторов высту-
пают дрожжевой автолизат, гидролизованное 
молоко, аскорбиновая кислота, сульфат аммо-
ния, буфер, лактоза.

За постоянный уровень было принято ис-
пользовать: инокулят - 5 об. %  и  CoCl2  в дози-
ровке 20 мг/л, а также температуру культивиро-
вания. По проведенным нами предварительным 
испытаниям данное содержание CoCl2 дает наи-
большее содержание витамина В12  и наимень-
шее угнетение ПКБ.  5 % содержание инокулята 
выявлено  также из предварительных испыта-
ний. Полученные экспериментальные данные 
свидетельствуют, что с повышением дозы ино-
кулята, увеличивается наращивание биомассы. 
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Так, при увеличении дозы инокулята  с 1 % до 5 
% значение оптической плотности резко возрас-
тает. Количество клеток при дозе 5 % на 3 поряд-
ка выше, чем при дозе 1 % и на порядок выше 
при дозе 3 %. Дальнейшее повышение  дозы с 5 
% до 7 % незначительно сказывается на показа-
ниях оптической плотности. Анализ полученных 
данных показал, что наиболее оптимальной до-
зой инокулята для наращивания биомассы Pro-
pionibacterium freudenreichii является 5 % от объ-
ема питательной среды, что дает оптимальный 
выход биомассы бактерий, накопление витами-
на В12, а также ведет к удешевлению конечного 
продукта. Температура культивирования 30 οС 
была взята за постоянную величину, так как из 
многочисленных литературных источников из-
вестна оптимальная температура культивирова-
ния Propionibacterium freudenreichii [6, 7].

Итак,  варьируемые факторы:
x1 - дрожжевой автолизат, %
x2  - гидролизованное молоко, %
x3 - аскорбиновая кислота, %
x4 - сульфат аммония,  г/л
x5 - фосфатный буфер, %
x6 - лактоза, г/л

Таблица 1 – Факторы и их интервалы 
варьирования

Номер 
опыта Х1 Х2 Х3 Х4 Х5 Х6

1 5,279 4,815 0,165 3 5 5,279
2 5,558 4,63 0,23 3 5 5,558
3 5,837 4,445 0,295 3 5 5,837
4 6,116 4,26 0,36 3 5 6,116
5 6,395 4,075 0,425 3 5 6,395
6 6,674 3,89 0,49 3 5 6,674

дрож. 
авт, 
%

гид 
мол 
%

акорб.
%

сул 
ам, г/л

буфер,
%

лакт,
г/л

Оснвной 
уровень 5 5 0,1 3 5 5

Рисунок 1 – Динамика накопления биомассы 
бактериями Pr.	freudenreichii  в зависимости 

от состава питательной среды

Из рисунка 1 видно, что оптимальной пи-
тательной средой для накопления биомассы  
Propionibacterium	 freudenreichii является сре-
да под номером 3 (таблица 1), поскольку по-
зволяет бактериям накапливать значительную 
биомассу.

Ряд наиболее важных характеристик жид-
кой закваски приведен в таблице 2.

Таблица 2 – Качественные характеристики 
жидкой      закваски по результатам 

оптимизации
 Показатели Характеристики

 Вкус и запах

Приятный 
кисломолочный привкус, 

специфический для 
данного продукта, без 
посторонних запахов

 Консистенция Однородная, с 
умеренной вязкостью

Биомасса 
бактерий, г/л 60,5

Витамин В12,мкг/
мл 108,1

Количество 
пропионовокислых 
бактерий, КОЕ/см3

12×1012

На конечной стадии обезвоживания про-
дукта рассматривается выбор рационального 
способа получения из раствора сыворотки су-
хого препарата, при котором обеспечивается 
решение комплекса задач. К числу таковых, 
в первую очередь, принадлежат обеспечение 
выживаемости пропионовокислых бактерий, 
накопленных при культивировании, и гарантия 
стабильности получаемой сухой закваски при 
хранении. Анализ литературных данных пока-
зывает, что независимо от применяемого ме-
тода и режима обезвоживания культур микро-
организмов всегда определенная часть клеток 
данной популяции теряет жизнеспособность. 
Причины потерь жизнеспособности бактерий 
при обезвоживании многообразны и зависят 
от метода обезвоживания, состава среды, хи-
мического состава клеточной массы, система-
тической принадлежности организма и ряда 
других факторов. Существенные недостатки 
имеет и сушильная техника, предназначенная 
для обезвоживания высоковлажных термочув-
ствительных растворов, к которым относится 
и изучаемая культура пропионовокислых бак-
терий.

В нашем случае рассматривается широко 
используемый на практике метод конвектив-
ной сушки – высушивание при диспергирова-
нии (распылении) раствора в сушильном про-
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странстве, куда поступает сушильный агент. 
Процесс распылительной сушки является 
чрезвычайно сложным, особенно примени-
тельно к обезвоживанию термочувствитель-
ных препаратов. Поэтому при исследовании 
сушки раствора пропионовокислых бактерий 
нами в качестве важнейшего фактора выделе-
на температура сушильного агента на выходе 
из сушильного аппарата. Именно в это вре-
мя бактерии подвержены наиболее сильному 
температурному воздействию. К другим фак-
торам, также оказывающим влияние на вы-
живаемость бактерий в ходе сушки, отнесены: 
скорость движения агента сушки в камере, кон-
центрация распыляемого раствора и его рас-
ход. При исследованиях сушка проводилась 
на лабораторной распылительной сушильной 
установке, где контакт сушильного агента с 
распыляемым раствором осуществлялся по 
схеме прямоточного движения. Такой режим 
взаимного движения выбран в силу того, что 
он позволяет добиться наиболее мягкого обе-
звоживания при высокой вероятности выжива-
емости термочувствительных бактерий. 

Используя такой подход, проведена суш-
ка пробиотического продукта при комбиниро-
вании условий и параметров высушивания. 
Анализ полученных данных позволил судить 
о том, что выживаемость и соответственно ко-
личество жизнеспособных бактерий заметно 
снижается при сушке растворов без внесения 
защитных сред. В технологии обезвоживания 
микробиологических культур известно о не-
обходимости использования защитных сред, 
действие которых проявляется в повышении 
выживаемости микроорганизмов. Защитные 
среды играют большую роль при сохранении 
жизнеспособности клеток в процессах субли-
мации, лиофилизации, замораживания и так-
же высокотемпературного обезвоживания. В 
качестве защитных сред в различных исследо-
ваниях предложено использование растворов: 
углеводов, белков, аминокислот и витаминов.

В нашем исследовании проведена апро-
бация применения в качестве защитной среды 
растворов окисленного декстрана. Такое при-
менение декстранов связано с общеизвестной 
характеристикой данных природных соедине-
ний как носителей и модификаторов природ-
ных и синтетических биологически активных 
веществ. Однако наибольшим эффектом об-
ладает активная форма данного полимера – 
окисленный декстран. Окисленные декстраны 
являются альдегидной формой, у которой в 
процессе окисления формируются альдегид-
ные группы. Благодаря их наличию они спо-

собны образовывать связь с биологически 
активными веществами, что и позволяет ис-
пользовать окисленные декстраны в качестве 
эффективного модификатора свойств биоло-
гически активных веществ, а также активного 
адсорбента и носителя микробных культур. В 
своей работе мы предложили использовать 
окисленный декстран, в качестве матрицы-
носителя предполагая проявление его защит-
ных свойств при температурном воздействии 
в процессе сушки. Для этого готовился 10 % 
раствор декстрана, который затем вносился 
в жидкую закваску, подвергаемую распыли-
тельному высушиванию. Для сравнения мы 
параллельно использовали защитную среду, 
описанную в литературных источниках.

Результаты проведенной серии экспери-
ментов подвергли, прежде всего, анализу на 
определение сохранности жизнеспособных 
бактерий в условиях использования защитной 
среды окисленного декстарана, защитной сре-
ды из литературных источников и без защит-
ной среды (таблица 3).

Таблица 3 – Характеристика препаратов по 
общему   количеству пробиотиков в препарате

Показа-
тели

Виды защитных сред Жидкая 
заква-

ска1* 2**
Без за-
щитной 
среды

Микробио-
логиче-
ские:

–  опре-
деление 
общего 
количе-
ства про-
биотиков, 
КОЕ/см3 6×1010 8×1011 10×104 12×1012

1*– Аскорбиновая кислота – 2 %  и глутамат  
натрия – 1,25 %

2**– Окисленный декстран – 10 %.

По результатам проведенного исследо-
вания можно заключить, что сохранность жиз-
недеятельности бактерий при высушивании в 
условиях отсутствия защитной среды доволь-
но низкая. В случае применения защитной 
среды количество жизнеспособных клеток в 
сухой закваске гораздо выше. Таким образом, 
при используемых температурных условиях 
сушки (температура агента на входе 120 оС, 
температура на выходе   60 оС), установлен-
ном сочетании скорости сушильного агента и 
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расхода жидкого препарата получен препарат 
с приемлемой выживаемостью при употребле-
нии в качестве защитной среды окисленного 
декстрана.

ВЫВОДЫ
1. Определён оптимальный состав пи-

тательной среды для культивирования про-
пионовокислых бактерий Propionibacterium 
freudenreichii.

2. Проведена апробация в качестве за-
щитной среды растворов окисленного дек-
страна.

3. Подобраны защитные среды, при кото-
рых достигается минимальная гибель и сохра-
няется достаточное количество живых бакте-
рий по отношению к жидкой закваске.

* Работа выполнялась в рамках ГК 
№16.522.12.2001.
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