
85377 (12)    2023     Agrarian science     Аграрная наука     ISSN 0869-8155 (print)     ISSN  2686-701X (online)     

ZOOTECHNICS  

ЗО
ОТ

ЕХ
Н

ИЯ

Научно-практические аспекты разработки 
кормовой добавки
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Актуальным подходом в решении проблем улучшения здоровья животных и повы-
шения продуктивных показателей является разработка биологически активных добавок на основе 
микробных консорциумов пробиотических микроорганизмов, синтезирующих активные метаболи-
ты, повышающих селективные преимущества полезной микрофлоры   желудочно-кишечного тракта 
и ее биологическую активность в коррекции микробиоценоза и метаболизма.

Методы. Объектом исследований служила 5%-ная, 10%-ная, 15%-ная, 20%-ная и 25%-ная меласса 
сахарной свеклы. При культивировании в мелассе использовали пробиотические микроорганизмы 
Clostridium thermocellulociticus, Ruminococcus olbus, Clostridium lochheadii и Bifidobacterium bifidum 
штамм 1. Для посева на питательную среду использовали суточную культуру микроорганизмов, 
которую стандартизировали до 1× 106 КОЕ/см3.

Результаты. Установлено, что количество пробиотических микроорганизмов, входящих в состав 
культуральной жидкости при культивировании Clostridium thermocellulociticus, Ruminococcus olbus, 
Clostridium lochheadii на 8-е сутки в 15%-ной питательной среде на основе мелассы, составляет  
9,9 × 106 КОЕ/см3. В исследовании при культивировании B. bifidum  установлено значительное повы-
шение содержания гистидина в 1,13 раза, серина, лейцина + изолейцина, метионина в 5,5–7,0 раза 
и других незаменимых и условно заменимых аминокислот, что свидетельствует о значительной ак-
тивности пробиотических микроорганизмов в питательной среде. Определена значительная актив-
ность комплекса микроорганизмов Clostridium thermocellulociticus, Ruminococcus olbus, Clostridium 
lochheadii, установлено увеличение показателей аминокислот: лизина и глицина в 3,39 раза, лейци-
на + изолейцина в 1,3 раза, метеонина и валина в 2,36 раза, пролина в 7,5 раз. 
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Scientific and practical aspects  
of the development of feed additives
ABSTRACT
Relevance. An actual approach to solving the problems of improving animal health and increasing productive 
indicators is the development of biologically active additives based on microbial consortiums of probiotic 
microorganisms that synthesize active metabolites that increase the selective benefits of the beneficial 
microflora of the gastrointestinal tract and its biological activity in the correction of microbiocenosis and 
metabolism.

Methods. The object of research was 5%, 10%, 15%, 20%, 25% sugar beet molasses. When cultivating in 
molasses, probiotic microorganisms Clostridium thermocellulociticus, Ruminococcus olbus, Clostridium 
lochheadii and Bifidobacterium bifidum strain 1 were used. A daily culture of microorganisms was used for 
inoculation on a nutrient medium, which was standardized to 1 × 106 CFU/cm3.

Results. It has been established that the number of probiotic microorganisms that are part of the culture 
liquid during the cultivation of Clostridium thermocellulociticus, Ruminococcus olbus, Clostridium 
lochheadii on the eighth day in a 15% molasses-based nutrient medium is 9.9 × 106 CFU/cm³. In studies 
during the cultivation of B. bifidum, a significant increase in the content of Histidine by 1.13 times, serine, 
leucine + isoleucine, methionine by 5.5–7.0 times, and other non-essential and conditionally essential 
amino acids was found, which indicates a significant activity of probiotic microorganisms in nutrient medium. 
A  significant activity of the complex of microorganisms Clostridium thermocellulociticus, Ruminococcus 
olbus, Clostridium lochheadii was determined, an increase in amino acids was found: lysine and glycine 
by 3.39 times, leucine + isoleucine by 1.3 times, meteonine and valine by 2.36 times, proline by 7.5 times. 
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Введение/Introduction
Современный период развития промышленного жи-

вотноводства характеризуется усилением негативных 
техногенных факторов, увеличением патофизиологи-
ческих состояний животных, приводящих к проявлению 
вторичных иммунодефицитов, снижению генетическо-
го потенциала продуктивности. Важнейшим звеном для 
устранения этих причин является нормированное сба-
лансированное и полноценное кормление животных. 

Организация научно обоснованного кормления и 
обеспечение животных всеми необходимыми элемен-
тами питания усложняются из-за неполного усвоения 
питательных веществ. Это может быть связано с нару-
шением микробиома кишечника, обмена веществ и дру-
гих факторов окружающей среды, что приводит к сни-
жению продуктивности в целом [1–3]. 

Для совершенствования системы кормления высо-
копродуктивных животных в условиях промышленного 
животноводства особое значение отводится функцио-
нальным кормовым добавкам с использованием про-
биотических микроорганизмов и пребиотических со-
единений, повышающих селективные преимущества 
полезной микрофлоры желудочно-кишечного тракта и 
ее биологическую активность [4, 5].

Биологически активные добавки, содержащие живые 
пробиотические микроорганизмы, синтезирующие ак-
тивные метаболиты в виде аминокислот и других био-
логически активных соединений, способствуют норма-
лизации микробиома кишечника и коррекции обмена 
веществ [6–8]. 

Определяющим фактором эффективности мета-
биотических биологически активных добавок являются 
технологии их получения. Современный подход к раз-
работке таких добавок предусматривает, во-первых, 
применение различных видов микроорганизмов нормо-
флоры кишечника (в определенных сочетаниях), во-вто-
рых, культуральную среду для получения активных ме-
таболитов, которая является основой добавки, должна 
выпускаться в форме, допускающей длительное хране-
ние при обычной температуре, в-третьих, не терять сво-
их свойств при использовании [9].

Значительная часть полезной микрофлоры кишечни-
ка животных — бифидобактерии. В. bifidum в организ-
ме образуют из органических азотистых соединений не-
которые незаменимые аминокислоты — аланин, валин, 
аспарагиновую кислоту, изолейцин, что имеет важное 
значение для нормального течения иммунных процес-
сов и синтеза клеточных структур ДНК и РНК. 

Положительная роль бифидобактерий в организме 
связана с их способностью дезактивировать токсич-
ные продукты азотного обмена. Бифидобактерии не 
только стимулируют развитие гуморальной и клеточ-
ной защитных систем организма, но и непосредствен-
но подавляют развитие в кишечнике многих видов па-
тогенных бактерий. Установлены их антагонистические 
свойства по отношению к сальмонеллам, шигеллам, 
патогенным Е. coli, клебсиеллам, протею, гноеродным 
коккам, стафилококкам, CI. perfingers, а также холер-
ным вибрионам [10, 11].

В настоящее время научным направлением разви-
тия средств коррекции метаболизма животных явля-
ется применение в кормлении традиционных пробио-
тиков. Один из таких препаратов нового поколения, 
представляющий собой натуральный комплекс жи-
вых бактерий на основе культивированных штаммов 
целлюлозолитических бактерий рубца жвачных, рас-
щепляющих клетчатку, — отечественная кормовая 

добавка «Целлобактерин» (ООО «Биотроф», Россия). 
Широкий диапазон биологического действия данного 
препарата обусловлен тем, что он объединяет функции 
двух кормовых добавок — кормового фермента и про-
биотика. 

«Целлобактерин» представляет собой выделенные из 
рубца жвачных животных микроорганизмы Clostridium 
thermocellulociticus, Ruminococcus olbus, Clostridium 
lochheadii, обладающие целлюлозолитической и молоч-
нокислой активностью. За счет целлюлозолитической 
активности «Целлобактерин» (подобно кормовым фер-
ментам) разрушает некрахмальные полисахариды кор-
ма. Однако если в мультиэнзимных композициях каждая 
ферментная молекула работает в растворе по отдель-
ности, то у бактерий взаимодополняющие ферменты 
собраны в специализированные блоки на мембранах, 
что позволяет им разрушать даже плотные структуры 
клеточных оболочек. «Целлобактерин» повышает усвоя
емость не только зерновых, но также подсолнечного 
шрота и отрубей, малодоступных для обычных кормо-
вых ферментов, за счет молочнокислой активности. 
Он играет роль классического пробиотика, вытесняет 
условно-патогенную микрофлору [12].

Однако, несмотря на довольно широкое использо-
вание, пробиотические препараты, содержащие живые 
клетки, не всегда оказываются высокоэффективными, 
что связывают прежде всего с массовой гибелью бак-
терий при попадании в желудочно-кишечный тракт. Со-
храняют жизнеспособность около 5% вводимых в соста-
ве пробиотика клеток [13, 14]. 

Новая концепция метабиотиков, важнейшей состав-
ляющей которой являются активные метаболиты, про-
биотические культуры и их клеточные компоненты, в 
культуральной среде имеет огромный практический по-
тенциал [15–17]. 

Следует отметить, что вопросам культивирования 
пробиотических бактерий посвящены многочислен-
ные публикации и изобретения. В предлагаемых мо-
дельных исследованиях использованы, как правило, 
комплексные среды на основании соевого шрота, ку-
курузного экстракта с применением минеральных ком-
понентов [18, 20].

Анализ литературных данных позволяет предполо-
жить, что в качестве исходного сырья для питательной 
среды перспективной является меласса свеклович-
ная [19]. Эффективные среды для культивирования ука-
занных бактерий могут быть изготовлены с применени-
ем питательных основ из достаточно широкого спектра 
субстратов растительного или иного происхождения. 
Основу, содержащую необходимые нутриенты, можно 
использовать в качестве универсального базового ком-
понента при конструировании бактериологических сред 
различного назначения. 

В настоящее время для повышения биологической 
активности микроорганизмов всё чаще используют де-
шевые питательные среды, на основе которых разра-
батывают более совершенные технологии в целях зна-
чительного повышения продуктивности бактериальных 
культур [18, 20].

Таким образом, разработка питательной среды для 
культивирования пробиотических организмов, которая 
является основой биологически активной добавки, — 
важный этап проводимых исследований.

Цель исследований — изучение научно-практиче-
ских аспектов культивирования пробиотических ми-
крорганизмов в мелассе свекловичной для разработки 
кормовой добавки.
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Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Исследования выполнены в лаборатории ветеринар-

ной медицины и биотехнологии Курского федерального 
аграрного научного центра в 2020–2021 гг.

Объектом исследований служили пробиотические ми-
кроорганизмы в двух вариантах в виде комплекса микро-
организмов — Clostridium thermocellulociticus, Rumino-
coccus olbus, Clostridium lochheadii и Bifidobacterium 
bifidum штамм 1, культивируемые в 5%-ной, 10%-ной, 
15%-ной, 20%-ной и 25%-ной мелассе сахарной свеклы. 

Для посева на питательную среду использовали су-
точную культуру микроорганизмов, которую стандар-
тизировали до 1 х 106 КОЕ/см3. Культивирование про-
водили в течение 14 дней в термостате КВСG 100/250 
(Premed, Польша) при температуре 37 ± 1 °С.

В культуральной жидкости методом последователь-
ных разведений определяли численность КОЕ/см3. 
Идентификацию бифидобактерий и Clostridium 
thermocellulociticus, Ruminococcus olbus, Clostridium 
lochheadii проводили микроскопическим методом 
(окраска мазка по Грамму) — микроскопы Levenhuk 740T 
microscope (Guangzhou Jinghua Optics & Electronics Co., 
Ltd., China) и Levenhuk M1400 PLUS digital camera 
(Guangzhou Jinghua Optics & Electronics Co., Ltd., China).

Для выделения бифидобактерий применяли 
Bifidobacterium agar, для выделения неспорообразую-
щих факультативно-анаэробных бактерий использова-
ли среду «Эндо» (ФБУН ГНЦ ПМБ, г. Оболенск, Россия). 

Массовая доля протеиногенных аминокислот в экс-
периментальных пробиотических суспензиях (ЭПС) ис-
следовалась методом капиллярного элек-
трофореза по методикам в соответствии  
с ГОСТ Р 555691, сырого протеина (в г/кг) — 
по ГОСТ 32044.12. 

Статистическую обработку показателей 
проводили  с применением методики ва-
риационной статистики для Microsoft Excel 
(США), оценку значимости различий средних 
арифметических — с использованием t-кри-
терия Стьюдента (различия считали стати-
стически значимыми при р ≤ 0,05).

Результаты и обсуждение / Results and 
discussion 

Меласса сахарной свеклы принята авто-
рами за основу питательной среды за счет 
достаточного содержания углеводных ком-
понентов, которые представлены в виде рас-
творимых сахаридов — преимущественно 
сахарозы, а также небольшим количеством 
глюкозы, фруктозы и рафинозы, минераль-
ных веществ (около 10% сырой золы) и не-
белковых азотных соединений. 

При культивировании комплекса пробио
тических микроорганизмов максимальное 
значение 9,5 × 106 КОЕ/см3 в 20%-ной и  
8,5 × 106 КОЕ/см3 в 15%-ной мелассе дости-
гается на вторые-третьи сутки — это связа-
но с определенным видом микроорганиз-
ма и специфичностью метаболизма за счет 
легкосбраживаемых углеводов. Повтор-
ное нарастание отмечалось на четвертые 
сутки (1,3–3,0 × 106 КОЕ/см3) и достигало 

1 ГОСТ Р 55569-2013 Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Определение протеиногенных аминокислот методом капиллярного электрофореза.
2 ГОСТ 32044.1-2012 Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Определение массовой доли азота и вычисление массовой доли сырого протеина.

максимума на восьмые сутки (9,9 × 106 КОЕ/см3) при 
концентрации мелассы 15%.

Проведенные исследования позволяют отметить ва-
риабельность динамики колониеобразующих единиц 
(КОЕ 106) пробиотических микроорганизмов по отно-
шению к питательной среде, которой являлась меласса 
в различной концентрации (рис. 1).

Установлено, что количество пробиотических микро-
организмов, входящих в состав культуральной жидкости 
на восьмые сутки в 5%-ной питательной среде на осно-
ве мелассы, составляет 9,9 × 10,06 КОЕ/см3.

Вариабельность динамики колониеобразующих 
единиц (КОЕ 106) пробиотического микроорганизма 
B. bifidum по отношению к питательной среде, которой 
являлась меласса в различной концентрации, приведе-
на на рисунке 2.

При культивировании на 5%-ной мелассе показатель 
КОЕ Bifidobacterium bifidum на вторые сутки достигал  
7 × 106 КОЕ/см3. В других концентрациях максимальный 
показатель количества микроорганизмов приходил-
ся на третьи сутки и не превышал 6,6 × 10,06 КОЕ/см3. 
В данном случае низкая концентрация мелассы позво-
ляет бифидобактериям более активно размножаться, 
расходуя легкосбраживаемые углеводы в течение пер-
вых двух-трех суток. На пятые сутки численность снижа-
ется до минимальных значений во всех концентрациях 
мелассы и составляет 3–4 × 106 КОЕ/см3. С пятых-ше-
стых суток  отмечается повторный рост численности, 
что, возможно, связано с переходом бифидобактерий 
на питание более сложными сахарами. Так, на восьмые 
сутки максимальная численность микроорганизмов 
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Рис. 2. Вариабельность динамики КОЕ B.bifidum по отношению к концентрации 
мелассы 

Fig. 2. Variability of B. bifidum CFU dynamics in relation to molasses concentration

Рис. 1. Вариабельность динамики КОЕ комплекса микроорганизмов  
по отношению к концентрации мелассы 

Fig. 1. Variability of the dynamics of the CFU complex of microorganisms in relation  
to the concentration of molasses
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отмечалась в 25%-ной концентрации мелассы  и соста-
вила 6,5 × 10,06 КОЕ/см3, а минимальная — в 5%-ной  
(4 × 106 КОЕ/см3). 

Таким образом, максимальный показатель КОЕ 
Bifidobacterium bifidum в процессе культивирования в 
мелассе свекловичной достигается при концентрации 
5%, а показатель КОЕ Clostridium thermocellulociticus, 
Ruminococcus olbus, Clostridium lochheadii — при 15%, 
что служило основанием для дальнейшего исследова-
ния.

В культуральной жидкости 15-ной мелассы и ком-
плекса микроорганизмов Clostridium thermocellulociticus, 
Ruminococcus olbus, Clostridium lochheadii по отношению 
к контролю (15%-ной мелассе) установлено значитель-
ное превышение показателей по содержанию лизина и 
глицина в 3,39 раза, лейцина + изолейцина — в 1,3 раза, 
метионина и валина — в 2,36 раза, пролина — в 7,5 раз 
и других незаменимых и условно заменимых аминокис-
лот, что свидетельствует о значительной активности ком-
плекса пробиотических микроорганизмов в питательной 
среде из мелассы (табл. 1). 

Вместе с тем отмечается тенденция снижения синте-
за аргинина (на 5,65%), серина (на 43%) и гистидина (на 
43%). При этом метаболическая активность B. bifidum в 
мелассе имеет аналогичную закономерность синтеза 
отдельных аминокислот.

Установлено значительное превышение содержания 
по гистидину (в 1,13 раза), серину, лейцину + изолей-
цину, метионину (в 5,5–7,0 раз) и другим незаменимым 
и условно заменимым аминокислотам, что свидетель-
ствует о значительной активности пробиотических ми-
кроорганизмов в питательной среде мелассы. При этом 
на 42,62% отмечается снижения синтеза аргинина.

Следует предположить, что это связано с пребиоти-
ческими свойствами питательной среды из мелассы, в 
которой содержится необходимое количество аминов, 
азотосодержащих соединений и  аминокислот.

Выводы/Conclusion
1. На основании проведенных исследований опреде-

лена оптимальная концентрация мелассы свекловичной 
для получения максимального количества КОЕ культи-
вируемых пробиотических микроорганизмов. При этом 
5%-ная меласса является оптимальной для культивиро-
вания Bifidobacterium bifidum, а 15%-ная — Clostridium 

Таблица 1. Показатели содержания протеиногенных 
аминокислот в культуральной жидкости относительно 
контрольной концентрации мелассы 

Table 1. Indicators of the content of proteinogenic amino acids in 
the culture liquid relative to the control concentration of molasses

Протеиногенные 
аминокислоты, мг/л

Меласса 15% + Clostridium 
thermocellulociticus, 
Ruminococcus olbus,  
Clostridium lochheadii

Меласса 5% +  
+ B. bifidum

Аргинин -3,10 ± 1,14 -7,80 ± 0,16

Лизин +4,44 ± 0,43* +27,28 ± 1,02*

Тирозин +24,08 ± 0,71* +28,66 ± 0,11*

Фенилаланин +13,87 ± 0,16* +14,49 ± 0,12*

Гистидин -10,50 ± 0,17 -0,70 ± 0,31

Лейцин + изолейцин +13,20 ± 2,14 +75,20 ± 2,57*

Метионин +8,60 ± 0,72* +12,40 ± 0,61*

Валин +14,40 ± 0,34* +32,90 ± 0,47*

Пролин +47,00 ± 0,19* +81,50 ± 1,75*

Треонин +111,30 ± 1,40* +161,60 ± 1,72*

Серин -6,20 ± 0,81 +21,70 ± 1,06*

Аланин +65,80 ± 1,54* +223,30 ± 1,61*

Глицин +15,40 ± 0,80* +31,20 ± 0,91*

Примечание: *достоверно при р ≤ 0,05. 

thermocellulociticus, Ruminococcus olbus, Clostridium 
lochheadii.

2. Определена метаболическая активность комплек-
са микроорганизмов Clostridium thermocellulociticus, 
Ruminococcus olbus, Clostridium lochheadii по протеи-
ногенным аминокислотам, установлено увеличение по-
казателей концентрации аминокислот: лизина и глици-
на — в 3,39 раза, лейцина + изолейцина — в 1,3 раза, 
метионина и валина — в 2,36 раза, пролина — в 7,5 раз 
(по сравнению с контролем). 

3. В исследованиях при культивировании B. bifidum 
установлено значительное повышение концентрации 
гистидина (в 1,13 раза), серина, лейцина + изолейцина, 
метионина (в 5,5–7,0 раз) и других незаменимых и 
условно заменимых аминокислот, что свидетельствует 
о значительной активности пробиотических микроорга-
низмов в питательной среде мелассы.

Таким образом, результаты исследований характе-
ризуют культуральную жидкость как суспензию, содер-
жащую в качестве пребиотика мелассу свекловичную, 
комплекс пробиотических микроорганизмов и их мета-
болитов. 
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