
Вестник ВГУИТ/ Proceedings of VSUET ISSN 2226-910X E-ISSN 2310-1202 
 

Для цитирования For citation 
Бояринева И.В., Хамагаева И.С. Питательные и защитные факторы 
среды для культивирования микробного консорциума  // Вестник 
ВГУИТ. 2022. Т. 84. № 4. С. 96–102. doi:10.20914/2310-1202-2022-
4-96-102 

Boyarineva I.V., Khamagaeva I.S. Nutritional and protective 
environmental factors for microbial consortium cultivation. Vestnik 
VGUIT [Proceedings of VSUET]. 2022. vol. 84. no. 4. pp. 96–102. (in 
Russian). doi:10.20914/2310-1202-2022-4-96-102 

 

© 2022, Бояринева И.В. и др. / Boyarineva I.V.  et al. 
This is an open access article distributed under the terms of the  
Creative Commons Attribution 4.0 International License 

96 
 

DOI: http://doi.org/10.20914/2310-1202-2022-4-96-102  Оригинальная статья/Research article 
УДК 637.1  Open Access Available online at vestnik-vsuet.ru 

Питательные и защитные факторы среды для культивирования 
микробного консорциума  

Ирина В. Бояринева 1 

Ирина С. Хамагаева 2 
boyarinevaiv@ya.ru  0000-0003-4791-884X 

ikhamagaeva@mail.ru  0000-0003-4294-5857 

1 
2 
Дальневосточный федеральный университет, п. Аякс, 10, о. Русский, г. Владивосток, 690922, Россия 
Восточно-Сибирский государственный технологический университет технологий и управления, ул. Ключевская, 40 в, 
г. Улан-Удэ, 670013, Россия 

Аннотация. В настоящее время актуальным и перспективным в молочной отрасли является использование высокоактивных 
пробиотических штаммов для получения консорциумов с высоким биохимическим и технологическим потенциалом. К таким 
пробиотическим микроорганизмам относятся пропионовокислые бактерии и ацидофильная палочка. Создание консорциума 
на основе Propionibacterium freudenreichii Sh-85 и L. acidophilus позволяет разработать специализированные пищевые 
продукты и биологически активные добавки с высокими пробиотическими свойствами. Получен инокулят на основе чистых 
культур Propionibacterium freudenreichii Sh-85 и L. acidophilus в соотношении 2:1, который обладает высокой биохимической 
активностью и может обеспечить высокий уровень протекания ферментативных процессов при совместном культивировании 
на молочной среде. В статье представлены данные по оптимизации питательной среды на основе молочной сыворотки для 
получения биомассы консорциума пропионовокислых бактерий и ацидофильной палочки. Оптимальный температурный 
диапазон для наращивания биомассы на основе пробиотических культур (30±2)°С. В статье показаны результаты по подбору 
оптимального количества ионов кобальта в питательной среде. Для обеспечения нормального роста биомассы, высокой 
урожайности жизнеспособных клеток культур Propionibacterium freudenreichii Sh-85 и L. acidophilus и биосинтеза витамина 
В12 выбрана доза внесения в питательную среду хлористого кобальта 0,0025 г./л. Полученная биомасса характеризуется 
высоким титром жизнеспособных клеток пропионовокислых бактерий и ацидофильной палочки 1012 к.о.е./см3. В биомассе 
активно протекает накопление витамина В12. Клеточная биомасса применима в качестве биологически активной добавки для 
непосредственного употребления и в молочной промышленности в качестве бактериального концентрата. 
Ключевые слова: биомасса, консорциум, питательная среда, пропионовокислые бактерии, ацидофильная палочка. 
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Abstract. Currently, the use of highly active probiotic strains for obtaining consortia with high biochemical and technological potential is 
relevant and promising in the dairy industry. Such probiotic microorganisms include propionic acid bacteria and Acidophilus bacillus. The 
creation of a consortium based on Propionibacterium freudenreichii Sh 85 and L. acidophilus makes it possible to develop specialized 
food products and biologically active additives with high probiotic properties. An inoculate was obtained based on pure cultures of 
Propionibacterium freudenreichii Sh 85 and L. acidophilus in a ratio of 2:1, which has a high biochemical activity and can provide a high 
level of enzymatic processes when co-cultured on a dairy medium. The nutrient medium based on whey has been optimized for obtaining 
the biomass of a consortium of propionic acid bacteria and Acidophilus bacillus. The optimal temperature range for biomass growth is 
(30±2) °C. The article shows the results of the selection of the optimal amount of cobalt ions in the nutrient medium. For normal biomass 
growth, high yield of viable cells of Propionibacterium freudenreichii Sh 85 and L. acidophilus cultures and vitamin B12 biosynthesis, a 
dose of 0.0025 g/l cobalt chloride was selected. The resulting biomass is characterized by a high titer of viable cells of propionic acid 
bacteria and Acidophilus bacillus 1012 k.f.u./cm3. The accumulation of vitamin B12 is active in the biomass. Cellular biomass is applicable 
as a biologically active additive for direct consumption and in the dairy industry as a bacterial concentrate. 
Keywords: biomass, consortium, nutrient medium, propionic acid bacteria, acidophilus bacillus. 
 

 

Введение 

В настоящее время пробиотики на основе 
живых микроорганизмов (в монокультуре 
или в комбинации) являются наиболее разрабо-
танными и широко используемыми специфиче-

скими средствами коррекции микробной эколо-
гии человека. Следует подчеркнуть, что, подав-
ляя патогенную микробиоту, пробиотики в про-
тивоположность антибиотикам не нарушают 
функционирование симбиотической микро-
биоты желудочно-кишечного тракта [1]. 
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По мнению специалистов, наиболее пер-
спективными являются пробиотики на основе 
живых микроорганизмов с установленными 
специфическими физиолого-биохимическими 
эффектами, а также генно-инженерных штам-
мов с заданными медико-биологическими 
и технологическими характеристиками. 

Доказано, что антагонистические свой-
ства пробиотических микроорганизмов, при-
сутствующих в свежеприготовленной жидкой 
форме более выражены, чем у тех же штаммов, 
находящихся в лиофилизированном состоянии; 
это может быть связано с присутствием в жид-
ких формах пробиотиков более высоких кон-
центраций уксусной, молочной кислот, пере-
киси водорода, а возможно и других 
антагонистических и иных регулярных суб-
станций-метаболитов. 

Но, к сожалению, микробная экология 
каждого человека представляет собой чрезвы-
чайно сложную по составу экосистему, на фор-
мирование которой потребовались многие мил-
лионы лет эволюции. Поэтому, чрезвычайно 
трудно разработать адекватные пробиотики 
для каждого индивидуума для поддержания 
нормальной микрофлоры на оптимальном 
уровне путем механического объединения от-
дельных чистых культур микроорганизмов. 
Кроме того, пробиотические микроорганизмы 
даже человеческого происхождения иммуноло-
гически несовместимы с реципиентом, кото-
рому они предназначены и вскоре после прекра-
щения их назначения быстро элиминируются из 
организма. Все это послужило основанием раз-
работки концепции создания пробиотиков 
и продуктов функционального питания на ос-
нове аутоштаммов и аутоассоциаций симбиоти-
ческих микроорганизмов. 

Исходя из этого, создание пробиотиков 
и продуктов функционального питания на ос-
нове пробиотических штаммов микроорганиз-
мов, обладающих специфическим позитивным 
действием на организм человека, рассматри-
вают как стратегическое направление, направ-
ленное на поддержание и восстановление здо-
ровья человека. 

В этом отношении заслуживают внимание 
штаммы L. acidophilus – классические пробио-
тики, микроорганизмы кишечного происхожде-
ния, регулярный прием которых в «терапевтиче-
ских» дозах оказывает достоверное 
благотворное действие на жизнедеятельность 
отдельных тканей, органов и общее здоровье ор-
ганизма потребителя. Это свойство обусловли-
вает широкое применение L. acidophilus в пище-
вой отрасли и медицине [2]. 

Промышленное производство ацидо-
фильных молочных продуктов, ориентирован-
ное на диетическое и лечебно-профилактиче-
ское питание населения, началось с 30-х годов 
прошлого века, пик их популярности пришелся 
на 70-80-е годы [3]. Известно более двух десят-
ков наименований продуктов этой группы, зна-
чительная часть их, судя по видовому составу 
микрофлоры, являются аналогами. Напитки со-
держат L. acidophilus в виде монокультуры или, 
чаще всего, в смеси с другими заквасочными 
микроорганизмами обычного или пробиотиче-
ского назначения (лактококки, термофильный 
стрептококк, бифидобактерии, пропионовокис-
лые бактерии, дрожжи, микрофлора кефирной 
закваски) [4]. 

Пропионовокислые бактерии, обладаю-
щие высоким потенциалом, интересны для ис-
пользования в биотехнологии. Биологической 
особенностью классических пропионовокис-
лых бактерий (по сравнению, например, с мо-
лочнокислыми бактериями) является способ-
ность продуцировать ряд метаболитов-
нутрицевтиков, включая витамины группы В, 
в том числе фолиевую кислоту, витамин В12, 
и бифидогенные факторы, выделение пропио-
новой кислоты (пропионатов) и полипептидов, 
обладающих антимикробными и антимутаген-
ными свойствами, наличие в клетках фермен-
тов-антиоксидантов [5–9]. 

Благодаря способности к продуцирова-
нию данных биологически активных веществ 
бактерии рода Propionibacterium актуально ис-
пользовать как в качестве самостоятельных 
пробиотиков, так и в составе поликомпонент-
ных добавок [10]. При создании многокомпо-
нентных пробиотиков штаммы микроорганиз-
мов должны быть совместимы 
по биологическим свойствам, то есть 
не должны подавлять друг друга как при сов-
местном культивировании, так и в готовом про-
дукте и усиливать синтез продуктов их метабо-
лизма. 

Несмотря на то, что существует значи-
тельное количество прописей питательных 
сред, до сегодняшнего дня ведутся многочис-
ленные исследовательские работы по увеличе-
нию выхода целевых продуктов микробиологи-
ческих стадий производств биопрепаратов на 
основе подбора составов питательных 
сред [11]. 

Цель работы – оптимизировать состав 
питательной среды и подобрать условия куль-
тивирования консорциума на основе пропионо-
вокислых бактерий и ацидофильной палочки. 
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Материалы и методы  

Экспериментальные исследования про-
водились на кафедре «Технология молочных 
продуктов. Товароведение и экспертиза това-
ров», в проблемной научно-исследовательской 
лаборатории ВСГУТУ. Объектами исследова-
ний служили L. acidophilus штамм вязкой расы 
ВНИМИ и пропионовокислые бактерии Propi-
onibacterium freudenreichii Sh-85. 

Количественный учёт пропионовокис-
лых бактерий в биомассе определяли методом 
предельных разведений на среде ГМС 
или ГМК-1 по ТУ 10-02-02-789-192-95 «Гидро-
лизатно-молочная среда для количественного 
учета бифидобактерий и пропионовокислых 
бактерий». Идентификацию культур при сов-
местном культивировании методом угнетения 
пропионовокислых бактерий антибиотиком 
(тетрациклином). 

Определение количества клеток ацидо-
фильной палочки осуществляли методом пре-
дельных разведений по ТУ 9229-083-00419785-
97 «Гидролизованное молоко с агаром». 

Витамин В12 в биомассе исследовали ме-
тодом спектрофотометрии. Настоящий метод 
определения кобаламинов заключается в отде-
лении и промыве клеток пропионовокислых 
бактерий, переводе кобаламинов в водный рас-
твор путем гидролиза, в воздействии светом 
на полученный гидролизат для перевода коба-
ламинов в оксикобаламин и определении опти-
ческой плотности при длине волны 530 нм. Оп-
тическая плотность раствора пропорциональна 
содержанию кобаламина. 

Результаты и обсуждение 

В ходе проведенных исследовательских 
работ оптимизирована питательная среда 
для получения биомассы консорциума пропио-
новокислых бактерий и ацидофильной палочки. 

Для наращивания биомассы пропионово-
кислых бактерий и ацидофильной палочки 
была использована среда на основе молочной 
сыворотки с использованием ростовых факто-
ров. Применение сыворотки для культивирова-
ния микроорганизмов обусловлено содержащи-
мися в ней углеводами (моно-, олиго- 
и аминосахарами), липидами, минеральными 
солями, витаминами, органическими кисло-
тами, ферментами и микроэлементами. Лактоза 
сыворотки является энергетическим субстра-
том для развития микроорганизмов, входящих 
в состав инокулята. Среда считается оптималь-
ной, если она имеет определенные показатели 
рН, окислительно-восстановительного потен-
циала, осмотического давления и т. д. 

Для поддержания буферной емкости 
в среду вносили натрий лимоннокислый трех-
замещенный и калий фосфорнокислый одноза-
мещенный. Поскольку пропионовокислые бак-
терии являются факультативными анаэробами, 
для загущения среды применяли агар-агар. 

Известно, что микроорганизмы прояв-
ляют требовательность к наличию в питатель-
ной среде витаминов. Ацидофильная палочка 
испытывает потребность в рибофлавине, фоли-
евой кислоте и цианкобаламине. Однако, все 
эти витамины ацидофильная палочка может по-
лучить при совместном культивировании с про-
пионовокислыми бактериями, т. к. последние 
их синтезируют. Известно, что присутствие 
в среде солей кобальта увеличивает витамин-
синтезирующую способность пропионовокис-
лых бактерий [11]. Учитывая особенности син-
теза витамина В12 пропионовокислыми 
бактериями, в состав среды включили хлори-
стый кобальт [12]. 

Магний принадлежит к числу весьма фи-
зиологически активных металлов. Ведущая 
роль Mg2+ связана с гликолитическим циклом, 
где важное значение отводится переносу фос-
фатов. Довольно часто Mg2+ выступает как свя-
зующее звено в ферментативных реакциях. Он 
принимает участие в стабилизации двойной 
спирали ДНК. Ионы магния играют важную 
роль в процессе фосфорилирования.  

В качестве инокулята использовали бак-
териальную концентрированную закваску 
на основе чистых культур Propionibacterium 
freudenreichii Sh-85 и L. acidophilus. Согласно 
технологической схеме приготовления иноку-
лята, первоначально проводили активизацию 
чистых культур. Далее составляли соотноше-
ние Propionibacterium freudenreichii Sh-85 
и L. acidophilus 2:1. При подготовке молока 
для культивирования проводили стерилизацию 
при температуре 121 ℃ в течение 15 мин., 
охлаждали до температуры сквашивания 
(30±2)℃. В подготовленное молоко вносили 
3% комбинированной бактериальной закваски 
для приготовления лабораторной (инокулята). 

Инокулят имеет хорошие органолептиче-
ские свойства, обладает умеренной кислотно-
стью, высоким титром жизнеспособных клеток 
пропионовокислых бактерий и ацидофильной 
палочки. 

Результаты по подбору компонентов со-
става питательной среды представлены в табл. 1. 

В результате проведенных эксперимен-
тальных исследований установлен компонент-
ный состав питательной среды для культивиро-
вания Propionibacterium freudenreichii Sh-85 
и L. acidophilus, который содержит все необхо-
димые источники питания и обладает опти-
мальными физико-химическими показателями. 
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Известно, что пропионовокислые бакте-
рии вида Propionibacterium freudenreichii прак-
тически значимы как пробиотики, как  

продуценты консервирующих компонентов 
и биологически активных веществ и прежде 
всего витамина В12. 

Таблица  1 .  
Компонентный состав питательной среды 

Table 1.  
Component composition of the nutrient medium 

Компонент | Component Содержание, г/л | Content, g/l 
Творожная сыворотка | Curd whey 996,80 
Магний хлористый | Magnesium chloride 0,30 
Натрий лимоннокислый трехзамещенный | Sodium citric acid trisubstituted 1,00 
Калий фосфорнокислый однозамещенный | Potassium phosphate monosubstituted 0,5 
Аскорбиновая кислота | Ascorbic acid 0,10 
Агар микробиологический | Microbiological agar 1,30 

 
Следует отметить, что синтез витамина 

В12 зависит от условий культивирования. Из-
вестно, что корриноиды включают в группу 
тетрапиррольных соединений, несущих жиз-
ненно важные функции. Ионы металлов в этих 
соединениях находятся в комплексе с органи-
ческими лигандами, а в коферментах витамина 
В12 атом кобальта связан с углеродом. Ко-В12 – 
единственное металлоорганическое соедине-
ние, обнаруженное в живых организмах. Это 
уникальный биокатализатор. Энзиматический 
гемолиз Со-С связи приводит к образованию 
реактивных веществ. Эти вещества провоци-
руют протекание реакций, которые в иных слу-
чаях должны быть подавлены [13]. 

К настоящему времени открыто и изу-
чено более тридцати биохимических реакций, 
катализируемых корриноидсодержащими фер-
ментами. Открытие новых функций корринои-
дов продолжается. Имеются сведения, что со-
держание корриноидов в клетках Pr. 
freudenreichii напрямую зависит от концентра-
ции ионов кобальта в среде [14–20]. 

Содержание кобальта минимально 
в естественных питательных средах. В связи 

с этим, дальнейшие исследования были направ-
лены на изучение влияния ионов кобальта 
на выход биомассы, синтез витамина В12 и рост 
клеток пробиотических культур. Хлористый 
кобальт вносили в количестве 0,0025 г./л, 
0,0035 г./л, 0,0045 г./л. В качестве контроля ис-
пользовали среду, не содержащую кобальт. Ре-
зультаты исследований представлены на ри-
сунках 1–4. 

Данные, представленные на рисунке 1, 
показывают, что увеличение количества ионов 
кобальта в среде стимулирует накопление вита-
мина В12. Максимальное количество витамина 
В12 обнаружено в образце, содержащем 
0,0045 г./л ионов кобальта, и имеет значение 
76,0 мкг/л. 

Необходимо отметить, что высокая кон-
центрация ионов кобальта 0,0045 г./л замедляет 
темп наращивания биомассы (рисунок 2) и рост 
пробиотических культур в консорциуме. Веро-
ятно, избыточный синтез витамина В12 нару-
шает энергетические и конструктивные про-
цессы в клетках и приводит к задержке роста 
микроорганизмов (рисунки 3, 4). 

 

Рисунок 1. Влияние дозы хлористого кобальта на биосинтез витамина В12 

Figure 1. Effect of cobalt chloride dose on vitamin B12 biosynthesis  
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Рисунок 2. Влияние дозы хлористого кобальта на накопление биомассы культур Propionibacterium 
freudenreichii Sh-85 и L. acidophilus 

Figure 2. Effect of cobalt chloride dose on biomass accumulation of Propionibacterium freudenreichii Sh-85 and 
L. acidophilus cultures 

  

 

Рисунок 3. Влияние дозы хлористого кобальта на рост 
клеток Propionibacterium freudenreichii Sh-85 

Figure 3. Effect of Cobalt Chloride dose on 
Propionibacterium freudenreichii Sh-85 cell growth 

Рисунок 4. Влияние дозы хлористого кобальта на рост 
клеток L. acidophilus 

Figure 4. Effect of Cobalt Chloride dose on L. acidophilus 
cell growth 

 
Пропионовокислая бактерия представ-

ляет собой пример прокариота, у которого ко-
бальт не только стимулирует образование кор-
риноидов, но в определённых условиях служит 
фактором роста. При снижении количества 
ионов кобальта до 0,0025 г./л в питательной 
среде темп наращивания биомассы приближа-
ется к контрольному образцу и количество кле-
ток пропионовокислых бактерий составляет 
в консорциуме 1012 к.о.е./см3.  

При этом наблюдается высокий уровень 
образования витамина В12 в биомассе. Следует 
отметить, что минимальная доза внесения 
ионов кобальта не замедляет рост ацидофиль-
ной палочки в консорциуме микроорганизмов, 
количество жизнеспособных клеток составляет 
1012 к.о.е./см3. 

Таким образом, подобрано оптимальное 
количество ионов кобальта 0,0025 г./л в пита-
тельной среде, обеспечивающее нормальный 
рост биомассы и стимулирующее накопление 
витамина В12. 
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Заключение 

С учетом биотехнологического потенци-
ала и сбалансированного роста микроорганиз-
мов оптимизирована питательная среда для по-
лучения биомассы консорциума 
Propionibacterium freudenreichii Sh-85 
и L. acidophilus. Подобрано оптимальное коли-
чество ионов кобальта в питательной среде, ко-
торое обеспечивает нормальный рост биомассы 
и стимулирует биосинтез витамина В12. 

Поскольку для получения максималь-
ного выхода биомассы и синтеза метабиотиков 
важным критерием является создание благо-
приятных условий культивирования штаммов 
пробиотических культур в консорциуме микро-
организмов, разработанная питательная среда 
может быть рекомендована для приготовления 
бактериального концентрата прямого внесения 
на основе штаммов Propionibacterium freuden-
reichii Sh-85 и L. acidophilus. 
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