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Оптимизация микробного синтеза витамина 
В₁₂ Propionibacterium 
РЕЗЮМЕ

Актуальность. Витамин В12 (кобаламин) является жизненно важным биологически 
активным соединением, участвующим в регуляции клеточного метаболизма, кровет-
ворении и функционировании нервной системы. Его дефицит приводит к тяжелым 
метаболическим и неврологическим нарушениям. Промышленное получение витами-
на В12 преимущественно осуществляется микробиологическим методом, поскольку 
химический синтез кобаламина является технологически сложным и экономически 
нецелесообразным. Среди микроорганизмов-продуцентов особый интерес пред-
ставляют пропионовокислые бактерии рода Propionibacterium, характеризующиеся 
высокой биосинтетической активностью. При этом параметры культивирования су-
щественно влияют на выход целевого продукта, что определяет актуальность оптими-
зации условий биосинтеза.

Методы. Объектом исследования служили заквасочные культуры двух видов. Культи-
вирование проводили в анаэробных условиях на жидкой питательной среде с лактозой, 
дрожжевым экстрактом и пептоном. Физиологическое состояние культур оценивали 
микроскопически и по динамике удельной скорости роста. Варьировали температуру 
(25, 30 и 35 °С) и продолжительность инкубации (12, 16 и 20 ч). Содержание витамина 
В12 определяли спектрофотометрически при 361 нм. Дополнительно изучали влияние 
хлорида кобальта. Эксперименты проводили в трехкратной повторности.

Результаты. Максимальный выход витамина В12 (до 897 мкг/мл) достигался при 
температуре 35 °С и времени культивирования 16 ч. Оптимизация условий позволила 
повысить выход кобаламина более чем на 40%. Полученные результаты могут быть 
использованы при разработке и масштабировании биотехнологических процессов.
Ключевые слова: витамин В12, Propionibacterium, микробный синтез, параметры 
культивирования, оптимизация, хлорид кобальта 
Для цитирования: Фаткуллин Р.И. и др. Оптимизация микробного синтеза витамина 
В12 пропионовокислыми бактериями Propionibacterium. Аграрная наука. 2026; 404 (03): 
115–122. 
https://doi.org/10.32634/0869-8155-2026-404-03-115-122

Optimization of microbial synthesis of vitamin 
B₁₂ by Propionibacterium jensenii
ABSTRACT

Abstract. Vitamin В12 (cobalamin) is an essential biologically active compound involved in the 
regulation of cellular metabolism, hematopoiesis, and the functioning of the nervous system. 
Its deficiency leads to severe metabolic and neurological disorders. Industrial production of 
vitamin В12 is mainly carried out using microbiological methods, since chemical synthesis 
of cobalamin is technologically complex and economically inefficient. Among vitamin 
В12  — producing microorganisms, propionic acid bacteria of the genus Propionibacterium 
are of particular interest due to their high biosynthetic activity. At the same time, cultivation 
parameters significantly affect the yield of the target product, which determines the relevance 
of optimizing biosynthesis conditions.

Methods. Two types of starter cultures were used as the objects of the study. Cultivation 
was performed under anaerobic conditions in a liquid nutrient medium containing 
lactose, yeast extract, and peptone. The physiological state of the cultures was assessed 
microscopically and by analyzing the dynamics of the specific growth rate. Temperature (25, 
30, and 35 °C) and incubation time (12, 16, and 20 h) were varied. Vitamin В12 content was 
determined spectrophotometrically at a wavelength of 361 nm. The effect of cobalt chloride 
supplementation in the culture medium was also evaluated. All experiments were carried out 
in triplicate.

Results. The maximum yield of vitamin В12 (up to 897 µg/mL) was achieved at a temperature  
of 35 °C and a cultivation time of 16 h. Optimization of cultivation conditions increased 
cobalamin production by more than 40%. The obtained results can be applied in the 
development and scale-up of biotechnological processes.
Key words: vitamin В12, Propionibacterium, microbial synthesis, cultivation parameters, 
optimization, cobalt chloride
For citation: Fatkullin R.I. et al. Optimization of microbial synthesis of vitamin В12 by 
Propionibacterium. Agrarian science. 2026; 404 (03): 115–122 (in Russian).
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Введение/Introduction
Витамин В12 (цианокобаламин) представля-

ет собой сложное кобальтсодержащее соедине-
ние, участвующее во множестве ключевых биохи-
мических реакций, обеспечивающих нормальное 
функционирование организма человека. Он необ-
ходим для синтеза нуклеиновых кислот, метиони-
на и креатина, для метаболизма жирных кислот с 
нечетным числом атомов углерода и нормально-
го протекания цикла Кребса. Биологическая ак-
тивность кобаламина определяется наличием 
уникальной связи «углерод  — кобальт», которая 
обеспечивает его коферментные функции в виде 
метилкобаламина и аденозилкобаламина [1–6].

Недостаток витамина В12 сопровождается раз-
витием мегалобластных анемий, нарушениями 
нервной проводимости и снижением когнитивных 
функций. Естественным источником витамина В12 
являются исключительно микроорганизмы, обла-
дающие специфическим набором ферментов для 
биосинтеза корринового кольца  — центрально-
го фрагмента молекулы кобаламина. В организме 
человека данный витамин синтезируется пред-
ставителями кишечного микробиома, однако в ко-
личествах, недостаточных для покрытия физиоло-
гической потребности [7–10].

В связи с этим для фармацевтической и пище-
вой промышленности актуальной задачей явля-
ется разработка биотехнологических способов 
промышленного получения кобаламина. Хими-
ческий синтез витамина В12 экономически неце-
лесообразен из-за сложности структуры молеку-
лы, многостадийности и низкого выхода целевого 
продукта [9, 11–14].

В настоящее время основным направлением 
получения витамина В12 является микробный био-
синтез  [5, 8] с использованием бактерий рода 
Propionibacterium и Pseudomonas [15–20].

Исследования показали, что 
именно пропионовокислые бакте-
рии обладают высокой стабильно-
стью метаболизма, способностью к 
длительному анаэробному росту и 
выраженной активностью в отноше-
нии синтеза коферментных форм 
кобаламина.

Наиболее известными проду-
центами витамина В12 являются 
Propionibacterium freudenreichii и 
Propionibacterium jensenii, приме-
няемые как в лабораторных иссле-
дованиях, так и в промышленных 
масштабах. Эти микроорганизмы 
способны синтезировать кобаламин 
при сравнительно мягких услови-
ях культивирования и демонстриру-
ют устойчивость к колебаниям pH и 
концентрации субстратов. При этом 
метаболическая активность куль-
тур и выход витамина существен-
но зависят от физико-химических 

параметров среды [9, 12, 15], соотношения источ-
ников углерода и азота, температуры, кислотно-
сти и времени инкубации [21–25].

Целью настоящей работы являлась оптимиза-
ция параметров микробного синтеза цианокоба-
ламина с использованием Propionibacterium как 
продуцента витамина В12. Для достижения постав-
ленной цели решались задачи: изучить влияние 
температуры и времени культивирования на нако-
пление цианокобаламина, определить оптималь-
ные параметры процесса и выявить закономерно-
сти, определяющие эффективность биосинтеза 
витамина. Концептуальная схема исследований 
предоставлена на рис. 1.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Исследования проводились в период апрель-

июль 2025 г в научно-исследовательских лабо-
раториях ФГАОУ ВО «ЮУрГУ (НИУ)» (Челябинск,  
Россия). 

Объектом исследования являлись пропионово-
кислые бактерии Propionibacterium — грамположи-
тельные анаэробные микроорганизмы, используе-
мые в промышленной биотехнологии для синтеза 
витаминов группы B и органических кислот.

В работе использовали коммерческие культуры 
Propionibacterium freudenreichii subsp. Shermanii — 
КМ 186 «Пропионикс» (Россия) и Propionibacterium 
freudenreichii ssp. shermanii, Propionibacterium 
freudenreichii ssp. Globosum компании «Sacco» 
(Италия), относящиеся к числу стандартных про-
мышленных заквасочных культур.

Выбор данных микроорганизмов был обуслов-
лен необходимостью валидации разрабатывае
мых условий культивирования на генетически 

Рис. 1. Концептуальная схема исследований
Fig. 1. Conceptual scheme of the study
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стабильных и технологически воспроизводимых 
культурах, представляющих собой моноштаммо-
вую закваску (образец «Пропионикс») и комплекс-
ную двухштаммовую культуру (образец «Sacco»).

Для культивирования бактерий использова-
ли жидкую питательную среду, содержащую лак-
тозу (10 г/л), дрожжевой экстракт (5 г/л) и пеп-
тон (10  г/л). Среда стерилизовалась при 121 °C 
в течение 30 мин. Культивирование проводили в 
анаэробных условиях при различных температу-
рах (25, 30 и 35 °C) и времени (12, 16 и 20 ч). Все 
эксперименты проводились в трехкратной по-
вторности.

Физиологическое состояние культур контро-
лировали методом микроскопии по светлому 
полю с окраской метиленовым синим. Для оцен-
ки кинетики роста микроорганизмов использова-
ли биореактор пробирочного типа RTS-1 (BioSan, 
Латвия), предназначенный для непрерывного мо-
ниторинга оптической плотности и автоматиче-
ского управления условиями культивирования. 
Кривые удельной скорости роста регистрировали 
в режиме реального времени с использованием 
встроенной системы турбидиметрии. Культивиро-
вание вели при температуре 30 ℃ и перемешива-
нии 100 об/мин.

Для определения содержания витамина В12 

проводили экстракцию цианокобаламина из био-
массы насыщенным раствором сульфата аммо-
ния и изоамиловым спиртом, после чего измеря-
ли оптическую плотность при длине волны 361 нм 
(спектрофотометр СФ-2000, Россия). Концентра-
цию витамина определяли по градуировочному 
графику, построенному по стандартным раство-
рам цианокобаламина (чистота 99,8 %, НПО «Эко-
тек», Россия).

Для установления оптимальных условий био-
синтеза витамина В12 и оценки совместно-
го влияния температуры и продолжительности 
культивирования на его накопление применя-
ли двухфакторный регрессионный анализ. В ка-
честве независимых переменных использовали 
температуру культивирования (X₁) и время культи-
вирования (X₂), а в качестве отклика — концентра-
цию витамина В12 в культуральной жидкости. На 
основе экспериментальных данных строили ква-
дратичные регрессионные модели, включающие 
линейные и квадратичные члены. Адекватность 
моделей оценивали по критерию Фишера1. Для 
визуализации полученных зависимостей строи-
ли поверхности отклика, позволяющие опреде-
лить область экстремума и оптимальные значе-
ния факторов.

Также для оценки возможности интенсифи-
кации биосинтеза витамина В12 пропионовокис-
лыми бактериями и установления рациональной 
концентрации кобальта как структурного компо-
нента корринового кольца в питательную среду 
дополнительно вносили хлорид кобальта (CoCl₂) 

в различных концентрациях (0,001; 0,003 и 0,005 г 
на 10 мл среды). Выбор диапазона концентра-
ций был обусловлен необходимостью охватить 
как потенциально лимитирующие, так и избыточ-
ные уровни микроэлемента, способные оказывать 
стимулирующее либо ингибирующее действие на 
метаболические пути синтеза кобаламина. До-
бавку CoCl₂ вносили перед стерилизацией среды.

Эффективность биосинтеза витамина В12 оце-
нивали по его накоплению в культуральной жидко-
сти после завершения культивирования.

Используемое в исследованиях сырье и ма-
териалы соответствовали требованиям норма-
тивной документации, поставлялись с сертифи-
катами соответствия, паспортами качества и др. 
сопроводительными документами.

Статистическую обработку результатов прово-
дили методами вариационной статистики. Дан-
ные представлены как среднее значение  ±  стан-
дартное отклонение. Достоверность различий 
оценивали при уровне значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение / 
Results and discussion
На первом этапе исследований оценивали мор-

фологию и жизнеспособность культур пропионо-
вокислых бактерий.

На рис. 2 представлены результаты микроско-
пии фиксированного препарата бактерий.

Обе культуры демонстрируют характерную 
морфологию Propionibacterium: мелкие клетки па-
лочковидной или слегка округлой формы, распо-
ложенные преимущественно одиночно.

Для предварительной характеристики физио-
логического состояния исследуемых культур была 
проведена регистрация кривых удельной скоро-
сти роста в биореакторе RTS-1.

На рис. 3 представлены графики изменения 
оптической плотности во времени для штаммов 
Propionibacterium «Пропионикс» и «Sacco».

Анализ представленных данных показывает, 
что обе заквасочные культуры характеризуются 
типичной для пропионовокислых бактерий кри-
вой роста. Однако бактерии заквасочной культуры 

1 https://studfile.net/preview/10714919/page:3/

Рис. 2. Микроскопирование пропионовокислых бактерий 
(фиксированный препарат, окраска метиленовым синим 
увеличение ×1620): а) «Пропионикс»; б) «Sacco»
Fig. 2. Microscopic examination of propionic acid bacteria (fixed 
preparation, methylene blue staining, ×1620): (a) “Propionix”; 
(b) “Sacco”

 
а / а б / b 
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«Пропионикс» демонстрируют более выраженный 
экспоненциальный участок, что указывает на ин-
тенсивное деление клеток и потенциально более 
высокую биосинтетическую активность. Пропио-
новокислые бактерии закваски «Sacco» характе-
ризуются более длительной лаг-фазой и меньшим 
наклоном экспоненциального участка, что свиде-
тельствует о медленной адаптации к среде, сни-
женной активности культуры в сравнении с заква-
ской «Пропионикс» [12, 16–19].

Для установления оптимальных условий био-
синтеза витамина В12 были определены количе-
ственные показатели его накопления при разных 
температурах и времени культивирования. 

В таблице 1 приведены полученные значения.
Результаты экспериментальных исследований 

показали, что температура и длительность куль-
тивирования оказывают статистически значимое 

влияние на накопление витамина В12 в культураль-
ной жидкости.

Наиболее высокий выход витамина для бак-
терий обеих заквасочных культур наблюдается в 
диапазоне температур 30–35 °C.

Культивирование бактерий заквасочной культу-
ры «Пропионикс» при температуре 30 °C в течение 
16 ч продемонстрировало наиболее высокий вы-
ход витамина В12 — 826,5 ± 1,3 мкг/мл. Увеличение 
продолжительности культивирования этих микро-
организмов до 20 ч привело к снижению значений 
искомого показателя, что, очевидно, связано с пе-
реходом клеток в стационарную фазу или истоще-
нием питательной среды.

Для поиска оптимальных условий культивиро-
вания Propionibacterium был использован двух-
факторный регрессионный анализ (рис. 4).

Построенные поверхности отклика демон-
стрируют экстремумы в диапазоне температур  
33–35 °C при времени культивирования 15–17 ч.

Предложенные математические модели адек-
ватно описывают экспериментальные данные и 
могут быть использованы для прогноза параме-
тров процесса биосинтеза витамина В12 при мас-
штабировании.

Полученные данные согласуются с известны-
ми особенностями метаболизма пропионовокис-
лых бактерий, для которых оптимальный диапа-
зон температур находится в пределах 30–35 °C. 
Геометрия поверхностей носит схожий характер и 
демонстрирует выраженный наклон в сторону по-
вышения температуры при фиксированном вре-
мени культивирования, что указывает на выражен-
ную зависимость биосинтетической активности 

Рис. 3. Кривые регистрации изменения показателя удель-
ного роста биомассы для образцов пропионовокислых бак-
терий: а) «Пропионикс»; б) «Sacco»
Fig. 3. Curves showing the recorded changes in the specific 
biomass growth rate for propionic acid bacteria samples:  
(a) “Propionix”; (b) “Sacco”
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Таблица 1. Средние значения содержания витамина В12 в культуральной жидкости Propionibacterium исследуемых 
образцов заквасочных культур, мкг/мл
Table 1. Mean values of vitamin В12 content in the culture liquid of Propionibacterium in the studied starter culture 
samples, µg/mL

Время  
культивирования,  

ч

Содержание витамина В12, мкг/мл  
(заквасочная культура «Пропионикс»)

Содержание витамина В12, мкг/мл  
(заквасочная культура «Sacco»)

25 °C 30 °C 35 °C 25 °C 30 °C 35 °C

12 412,6 ± 1,2 439,4 ± 1,4 680,0 ± 1,5 306,6 ± 1,1 401,3 ± 1,6 347,3 ± 1,8

16 390,7 ± 1,4 826,5 ± 1,3 782,2 ± 1,4 312,5 ± 1,8 621,6 ± 1,6 570,4 ± 1,5

20 409,2 ± 1,1 670,3 ± 1,1 695,0 ± 1,6 347,0 ± 1,4 596,1 ± 1,5 457,6 ± 1,6

Рис. 4. Результаты оптимизации процесса синтеза вита-
мина В12 пропионовокислыми бактериями исследуемых 
заквасочных культур: а) «Пропионикс»; б) «Sacco»
Fig. 4. Results of optimization of the vitamin В12 synthesis 
process by propionic acid bacteria of the studied starter 
cultures: (a) “Propionix”; (b) “Sacco”
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Propionibacterium от температуры. Наблюдаемый 
рост концентрации витамина В12 при повышении 
температуры до ~35 °C может быть обусловлен 
увеличением активности ферментативного ком-
плекса, участвующего в биосинтезе корринового 
кольца витамина В12.

В пути синтеза кобаламина задействовано око-
ло 30 ферментативных стадий, включая последо-
вательные метилирования и перестройки тетра-
пиррольного предшественника, каталитически 
осуществляемые ферментами, такими как CobA 
(метилтрансфераза, превращает уропорфирино-
ген III в прекоррин-2), CobI (метилтрансфераза, 
превращает прекоррин-2 в прекоррин-3A), CobM 
(метилтрансфераза, действует на прекоррин-4) и 
CobL (вовлечен в дальнейшие модификации ма-
кроцикла). Эти ферменты требуют точной коорди-
нации и конформационной подвижности активных 
центров для эффективного катализа промежу-
точных реакций, что делает их чувствительными к 
температуре и физико-химическим условиям сре-
ды. Умеренное повышение температуры в диапа-
зоне 30–35 °C может способствовать оптимиза-
ции кинетических параметров ферментативных 
реакций, увеличению каталитических констант 
при еще не критическом влиянии на стабильность 
белковых структур, а также ускорению потока ме-
таболитов по пути кобаламинового биосинтеза. 
В  этих условиях скорость формирования корри-
нового кольца и суммарный выход витамина В12 
могут увеличиваться [13, 14, 21–26].

Установленное снижение концентрации вита-
мина к 20-му часу культивирования также име-
ет четкое биохимическое обоснование. Переход 
культуры в стационарную фазу сопровождается 
как истощением доступных источников углерода 
и азота, так и накоплением органических кислот, 
способных изменять pH среды и влиять на про-
цессы биосинтеза. Эти факторы приводят к пере-
распределению метаболических потоков в сторо-
ну выживания, а не синтеза энергоемких молекул, 
включая кобаламин. Кроме того, на поздних ста-
диях роста часть витамина В12 может переходить 
из свободной формы в связанное состояние вну-
три клетки, что дополнительно может снижать его 
измеряемую концентрацию в культуральной жид-
кости [14–17, 22, 23, 26].

Сравнение данных по различным штаммам 
двух исследуемых заквасочных культур пропио-
новокислых бактерий позволило установить, что 
при внешне сходных кривых роста биосинтети-
ческая активность штаммов существенно разли-
чается.

Моновидовая заквасочная культура бактерий 
«Пропионикс» продемонстрировала более вы-
сокий уровень синтеза витамина В12, чем бакте-
рии заквасочной культуру «Sacco» примерно в 
1,33 раза в условиях оптимума. Это согласует-
ся с данными литературы, согласно которым ге-
нетические вариации в кластере cob/cbi пропио
новокислых бактерий определяют различия в 

регуляции ферментов поздних стадий синтеза 
кобаламина. В частности, более высокий уровень 
витамина у штамма «Пропионикс» при 35 °C, ве-
роятно, свидетельствует о лучшем согласова-
нии процессов образования 5,6-диметилбензи-
мидазола и последующей сборки корриноидной 
структуры [14, 17, 21–26].

Таким образом, экспериментальные данные 
подтверждают, что оптимизация физических па-
раметров среды позволяет увеличить выход вита-
мина В12 без изменения состава питательной сре-
ды и применения индукторов роста. Полученные 
зависимости могут быть использованы при разра-
ботке технологических регламентов для микроб-
ного синтеза кобаламина.

Для изучения возможности интенсификации 
процесса биосинтеза витамина В12 была проведе-
на серия экспериментов по влиянию присутствия 
в питательной среде предшественников цианоко-
баламина — Со в разных концентрациях (табл. 2).

Результаты показывают, что при добавле-
нии 0,003 г/10 мл CoCl₂ наблюдается наибо-
лее высокие значения содержания витамина В12 
в культуральной жидкости (864,3 ± 0,5 мкг/мл 
и 738,0 ± 0,3  мкг/мл для бактерий заквасочных 
культур «Пропионикс» и «Sacco» соответствен-
но). При меньшей дозе предшественника среда 
оказывается недостаточно насыщенной кобаль-
том, что ограничивает образование корриново-
го кольца.

При увеличении концентрации CoCl₂  до 
0,005  г/10 мл происходит резкое снижение выхо-
да витамина, что можно объяснить ингибирующим 
эффектом избытка ионов Co²⁺ на ферменты позд-
них стадий синтеза, а также возможным нарушени-
ем ионного гомеостаза клетки [13, 14, 18, 21–23].

Выводы/Conclusions
В результате проведенных исследований уста-

новлены количественные закономерности влия-
ния температуры, продолжительности культи-
вирования и обеспеченности ионами кобальта 
на интенсивность микробного синтеза витами-
на В12 пропионовокислыми бактериями рода Pro
pionibacterium. Показано, что варьирование физи-
ческих параметров среды в диапазоне  25–35 °C и 
времени культивирования 12–20 ч оказывает ста-
тистически значимое влияние (p < 0,05) на нако-
пление кобаламина в культуральной жидкости.

Экспериментально установлено, что для заква
сочной культуры «Пропионикс» максимальное 

Таблица 2. Содержание витамина В12 в среде с добавле-
нием различных концентраций CoCl2  
Table 2.  Vitamin В1 content in the medium supplemented 
with different concentrations of CoCl₂

Количество вносимого 
хлорида кобальта

Содержание витамина В12, мкг/мл

«Пропионикс» «Sacco»

(0,001 г CoCl
2
/ 10 мл) 530,4 ± 0,3 426,2 ± 0,6

(0,003 г CoCl
2
/10 мл) 864,3 ± 0,5 738,0 ± 0,3

(0,005 г CoCl
2
/10 мл) 145,5 ± 0,4 96,1 ± 0,4
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содержание витамина В12 достигает 826,5 ±  
± 1,3 мкг/мл при температуре 30 °C и време-
ни культивирования 16 ч, тогда как для культуры 
«Sacco» при аналогичных условиях оно составля-
ет  621,6 ± 1,6 мкг/мл. Таким образом, биосинте-
тическая активность моноштаммовой культуры 
«Пропионикс» в оптимальных условиях превыша-
ет показатели комплексной культуры «Sacco» при-
мерно в 1,3 раза, что указывает на существенное 
влияние штаммовых особенностей на эффектив-
ность кобаламинового биосинтеза.

Применение двухфакторного регрессионного 
анализа позволило определить область оптимума 
процесса в интервале 33–35 °C и 15–17 ч, при ко-
торых достигается максимальный выход витами-
на В12 без увеличения длительности ферментации 
и изменения состава питательной среды.

Дополнительно установлено, что введение хло-
рида кобальта в концентрации 0,003 г/10 мл среды 
приводит к увеличению содержания витамина В12 
до 864,3 ± 0,5 мкг/мл для культуры «Пропионикс» 

и 738,0 ± 0,3 мкг/мл для культуры «Sacco», что со-
ответствует росту выхода кобаламина на 15–18% 
по сравнению с оптимальными условиями без до-
бавления предшественника. При дальнейшем 
увеличении концентрации CoCl₂ до 0,005 г/10 мл 
наблюдается резкое ингибирование биосинтеза 
и снижение выхода витамина более чем в 5 раз, 
что подтверждает узкий диапазон физиологиче-
ски допустимых концентраций кобальта.

Таким образом, показано, что целенаправлен-
ная оптимизация температурно-временных па-
раметров культивирования в сочетании с рацио-
нальной микроэлементной поддержкой позволяет 
увеличить выход витамина В12 более чем на 40% 
без усложнения технологии. Полученные резуль-
таты имеют практическую значимость для разра-
ботки ресурсосберегающих и управляемых био-
технологических процессов микробного синтеза 
кобаламина и могут быть использованы при про-
ектировании промышленных биореакторных си-
стем и регламентов производства.
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