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Аннотация: На основании результатов собственных исследований и ана-
лиза литературных данных предложены условия и состав питательной 
среды для культивирования пропионовокислых бактерий. В качестве ино-
кулята использован концентрат пропионовокислых бактерий, который 
содержит клетки селективных штаммов Propionibacterium freudenreichii. 
В составе питательной среды на постоянном уровне поддерживались кон-
центрации: инокулята - 5% об., хлорида кобальта CoCl2 в дозировке 20 мг/л, 
а также концентрация гидролизованного молока - 5% об. Варьируемыми в 
составе питательной среды являлось содержание: дрожжевого автоли-
зата, аскорбиновой кислоты, сульфата аммония, лактозы. Полученную 
смесь культивировали в термостате 7 суток при температуре 30 °С при 
рН среды 7,0. Оптимизация процесса культивирования проводилась по ме-
тоду Бокса - Уилсона. Методом математического планирования построен 
план полного факторного эксперимента ПФЭ 2n, что позволило оптимизи-
ровать питательную среду для культивирования пропионовокислых бак-
терий с наибольшим приростом биомассы бактерий и накоплением вита-
мина В12. Подобраны оптимальные условия культивирования для накопле-
ния биомассы Propionibacterium freudenreichii, при которых максимальное 
значение биомассы на 5 сутки культивирование составляет 60,5 г/л с вы-
соким содержанием жизнеспособных клеток пробиотических бактерий 
12×1012 КОЕ/см3 и максимальным накоплением витамина В12 на 5 сутки 
культивирование равным 108,1 мкг/мл.

Для цитирования: 
Павлов И.Н., Гора О.Н. Математическое планирование культивирования пропионовокислых бактерий // 
От химии к технологии шаг за шагом. 2022. Т. 3, вып. 3. С. 8-16. URL: http://chemintech.ru/index.php/tor/2022tom3no3  

Введение 

Человеческий организм является биологической системой, жизнедеятельность ко-
торой тесно связана с окружающим миром. В результате воздействия антропогенных 
факторов - экологических условий, стрессов, неадекватного питания, применения анти-
биотиков, медикаментов, избыточного потребления углеводов происходит качественное 
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и количественное изменение состава микрофлоры желудочно-кишечного тракта чело-
века. При этом нарушается нормальное пищеварение – пища переваривается частично, 
начинают развиваться патогенные и условно-патогенные бактерии и дрожжи рода 
Candida [1-3]. Для профилактики последствий нарушений пищеварения и развития со-
путствующих заболеваний требуется разработка и расширение производства биологиче-
ски активных добавок, в том числе на принципах биотехнологии. В частности, к таким 
продуктам относятся продукты, содержащие высокоактивные живые бактерии или про-
изведенные ими продукты [4-6]. Разработаны технологии их производства в жидкой или 
сухой формах из микробных культур (бифидобактерий, лактобактерий, пропионовокис-
лых бактерий и др.) [7, 8], которые имеют высокую активность [9, 10]. 

Особенно интересны в использовании пропионовокислые бактерии. Им присущи 
антимутогенные и иммуногенные действия, а также способность накапливать в процессе 
жизнедеятельности витамина В12 [11]. Поэтому препараты, использующие в своей основе 
пропионовокислые бактерии, являются всегда востребованными. Перспективным явля-
ется повышение уникальности выпуска данных препаратов, а также использование ин-
новаций при производстве пропионовокислых бактерий с целью повышения свойств 
продуктов. В частности, для применения препаратов актуальным является решение за-
дачи по обеспечению условий для увеличения сохранности, которые создаются, прежде 
всего, экономическими обстановкой на производстве. Особое внимание уделяется тех-
нологии получения препаратов в сухой форме. 

Целью исследования является поиск оптимальных условий по соотношению ком-
понентов питательной среды, используемой для развития пропионовокислых бактерий 
для создания условий по максимальному приросту биомассы культивируемых бактерий 
и производства в процессе их жизнедеятельности наибольшего количества витамина В12. 
В качестве определяющих факторов, для решения поставленной задачи, рассмотрены: 
выбор питательной среды и определение соотношения компонентов, а также условия 
культивирования (температура, рН, концентрация). 

Экспериментальная часть 

Фактором повышения устойчивости при удалении влаги выступает, прежде всего, 
решение задачи оптимизации состава питательной среды для культивирования пропио-
новокислых бактерий. В качестве основного компонента питательной среды для культи-
вирования пропионовокислых бактерий выбрана молочная сыворотка [12]. Применение 
сыворотки для культивирования пропионовокислых бактерий объясняется содержащи-
мися в ней углеводами (лактозы и глюкозы), липидами и молочного жира, легкоусвояе-
мого белка (казеина, альбумина и глобулина); витаминами группы В, аскорбиновой и 
пантотеновой кислот, токоферола, органическими кислотами (молочной и уксусной, ли-
монной и муравьиной), минеральными компонентами (фосфора и магния, кальция и 
хлора, цинка и натрия, калия и железа, йода, кобальта и молибдена), и аминокислотами. 
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Для развития пропионовокислых бактерий подобрана питательная среда, на ос-
нове которой проводилась отработка по соотношению компонентов для повышения 
накопления биомассы пропионовокислых бактерий. Компоненты, входящие в среду: мо-
лочная сыворотка, дрожжевой автолизат, гидролизованное молоко, аскорбиновая кис-
лота, сульфат аммония, буфер, лактоза и хлорид кобальта. На постоянном уровне под-
держивались концентрации: инокулята – 5% об., хлорида кобальта CoCl2 в дозировке 
20 мг/л, а также концентрация гидролизованного молока – 5% об. Инокулятом является 
концентрат пропионовокислых бактерий, содержащий клетки штаммов 
Propionibacterium freudenreichii, характеризующиеся повышенной температурой второго 
нагревания. Из работ других авторов известно, что инокулят для культивирования и 
накопления биомассы Propionibacterium freudenreichii является оптимальным и содер-
жится в количестве 5% от объема в среде питания. Такое количество инокулята позво-
ляет добиться оптимальный прирост биомассы и синтез витамина В12, а также ведет к 
удешевлению конечного продукта. Из работ других авторов также известно, что опти-
мальная концентрация гидролизованного молока составляет 5% в объеме среды питания 
[13]. Температура 30 °С и продолжительность процесса 7 суток приняты на основе дан-
ных исследований других авторов для культивирования Propionibacterium freudenreichii. 
По проведенным предварительным испытаниям содержание хлорида кобальта CoCl2 в 
дозировке 20 мг/л дает наибольшее значение по количеству витамина В12 и производит 
наименьшее угнетение бактерий при развитии [14]. Варьируемыми компонентами в 
среде питания принято содержание: дрожжевого автолизата, аскорбиновой кислоты, 
сульфата аммония, лактозы. Полученная смесь культивировалась в термостате 7 суток 
при температуре 30 °С при рН среды 7,0. Оптимизации условий культивирования про-
пионовокислых бактерий проводилась по методу Бокса – Уилсона с использованием ма-
тематического планирования при построении полного факторного эксперимента 
ПФЭ 2n, где 𝑛𝑛 − количество варьируемых факторов [15]. 

Результатом обработки двухфакторного эксперимента является получение линей-
ной модели: 

𝑦𝑦 = 𝑏𝑏0 + 𝑏𝑏1𝑥𝑥1 + 𝑏𝑏2𝑥𝑥2+. . . + 𝑏𝑏𝑛𝑛𝑥𝑥𝑛𝑛, (1) 
где 𝑏𝑏0, 𝑏𝑏1, 𝑏𝑏2, … , 𝑏𝑏𝑛𝑛  – коэффициенты регрессии;  𝑥𝑥1, 𝑥𝑥2, … , 𝑥𝑥𝑛𝑛 – значения варьируемых 
факторов в кодированном виде. 

Коэффициенты регрессии уравнения рассчитывались по средним результатам N 
опытов, пользуясь соответствующими формулами [16]: 

- свободный коэффициент уравнения: 

𝑏𝑏0 =
∑ 𝑦𝑦�𝑢𝑢𝑁𝑁
𝑢𝑢=1

𝑁𝑁
, (2) 

- коэффициенты регрессии 𝑖𝑖-го фактора: 

𝑏𝑏1 =
∑ 𝑥𝑥𝑖𝑖𝑢𝑢𝑦𝑦�𝑢𝑢𝑁𝑁
𝑢𝑢=1

𝑁𝑁
, (3) 
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где 𝑥𝑥𝑖𝑖𝑢𝑢 – величина изменяемого значения в столбце таблицы планирования; 𝑦𝑦�𝑢𝑢 – резуль-
тат 𝑢𝑢-го эксперимента, среднее арифметическое значение; 𝑁𝑁 – суммарное количество 
опытов; 𝑢𝑢 – нумерация варианта эксперимента; 𝑖𝑖 – номер фактора. 

Значения коэффициентов влияют на процесс в том случае, если соблюдается нера-
венство 

|𝑏𝑏𝑖𝑖| > 𝑡𝑡�𝑆𝑆𝑏𝑏2, (4) 

где �𝑆𝑆𝑏𝑏2 – ошибка нахождения коэффициента; 𝑡𝑡 – критерий Стьюдента, который определя-
ется уровнем значимости и числом степеней свободы; 𝑆𝑆𝑏𝑏2 – дисперсии воспроизводимости. 

Для нахождения количества биомассы бактерий использовался метод взвешива-
ния. По этому методу биомасса, полученная после выращивания бактерий, отделяется от 
жидкой фазы в центрифуге и направляется на взвешивание [17]. 

Нахождение содержащегося витамина В12 проводилось методом спектрофотомет-
рическим. По методу клетки бактерий сначала отделяются, затем проводится их про-
мывка для перехода кобаламинов с помощью гидролиза в водный раствор. После этого 
на гидролизат производится воздействие светом, в результате чего кобаламин преобра-
зуется в оксикобаламин, и далее находится оптическая плотность при использовании 
длины волны света 530 нм. Полученное значение определяет количество кобаламина. 

Результаты, их обсуждение 

Выбор основного уровня варьируемых факторов проводился по результатам дан-
ных экспериментальных работ ряда авторов [13, 18]. Для выявления оптимальных усло-
вий развития пропионовокислых бактерий спланирован и реализован двухуровневый 
полнофакторный эксперимент ПФЭ 24. Варьируемыми факторами приняты: Х1 – концен-
трация дрожжевого автолизата, %; Х2 – концентрация аскорбиновой кислоты, %; Х3 – со-
держание сульфата аммония, г/л; Х4 – содержание лактозы, г/л. Критерий оптимизации 
Y – биомасса пропионовокислых бактерий. Значения уровней факторов представлены в 
таблице 1. 

Таблица 1. Факторы и значения уровней 

Уровни 
Факторы 

Х1 Х2 Х3 Х4 
Основной  5,0 0,1 3,0 5,0 

Интервал варьирования 0,5 0,05 0,3 0,5 
Верхний  5,5 0,15 3,3 5,5 
Нижний  4,5 0,095 2,7 4,5 

Матрица планирования представлена в таблице 2. Согласно представленному 
плану готовились 16 сред, где исчерпаны все возможные комбинации изученных факто-
ров на двух уровнях. Наращивание биомассы проводилось до окончания экспоненци-
альной фазы в течение 5 суток, доза вносимого инокулята бактерий составляет 5%. 
В среду включён хлористый кобальт для повышения витаминсинтезирующей способно-
сти пропионовокислых бактерий в дозировке 20 мг/л. Опыты проводились в трех по-
вторностях. 
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Таблица 2. Матрица планирования ПФЭ 24 

№  
п/п 

В натуральном виде В кодированном виде 

Дрожжевой 
автолизат, % 

Аскорбиновая 
кислота, % 

Сульфат  
аммония, г/л 

Лактоза, 
г/л 

Х1 Х2 Х3 Х4 

1 4,5 0,95 3,3 4,5 -1 1 -1 -1 
2 4,5 0,15 2,7 5,5 -1 -1 -1 1 
3 4,5 0,95 2,7 5,5 -1 -1 1 1 
4 4,5 0,15 3,3 4,5 -1 1 1 -1 
5 5,5 0,95 2,7 5,5 1 -1 -1 1 
6 5,5 0,15 3,3 4,5 1 1 -1 -1 
7 5,5 0,95 3,3 4,5 1 1 1 -1 
8 5,5 0,15 2,7 5,5 1 -1 1 1 
9 4,5 0,95 2,7 4,5 -1 -1 -1 -1 

10 4,5 0,15 3,3 5,5 -1 1 -1 1 
11 4,5 0,95 3,3 5,5 -1 1 1 1 
12 4,5 0,15 2,7 4,5 -1 -1 1 -1 
13 5,5 0,95 3,3 5,5 1 1 -1 1 
14 5,5 0,15 2,7 4,5 1 -1 -1 -1 
15 5,5 0,95 2,7 4,5 1 -1 1 -1 
16 5,5 0,15 3,3 5,5 1 1 1 1 

Результаты экспериментов обрабатывали для получения уравнения линейной мо-
дели (1). Определение величин коэффициентов входящих в уравнение проводилось по 
средним результатам N опытов по уравнениям (2) и (3). По средним результатам 16 опы-
тов получены коэффициенты: 

𝑏𝑏0 = 43,4, 𝑏𝑏1 =1,2; 𝑏𝑏2 = 1,36; 𝑏𝑏3 = −0,10; 𝑏𝑏4 = 1,11. 

Знак (+) полученного коэффициента показывает, что при росте значения фактора 
будет увеличиваться величина биомассы бактерий, знак (−), наоборот, что происходит 
уменьшение параметра оптимизации, т.е. нарастания биомассы.  

Значимость коэффициентов регрессии осуществлялась при использовании коэф-
фициента Стьюдента по уравнению (4). Критерий Стьюдента 𝑡𝑡 = 2,04, определенный 
при уровне значимости 0,05 и степени свободы:  

𝑓𝑓 = (𝑛𝑛 − 1)𝑁𝑁 = (3 − 1)16 = 32, 
где 𝑛𝑛 – количество повторений каждого эксперимента; 𝑁𝑁 – количество проведенных экс-
периментов. 

Обработка экспериментальных и расчетных данных позволяет найти величину 
дисперсии воспроизводимости 𝑆𝑆𝑏𝑏2 = 0,102. Значение коэффициента регрессии является 
влияющим на процесс согласно уравнению (4) при выполнении неравенства 

|𝑏𝑏𝑖𝑖| >  2,04 ∙ �0,102 = 0,652. (5) 
В результате получено, что неравенство не выполняется для третьего значения ко-

эффициента регрессии, поэтому третий фактор является незначимым в составе пита-
тельных сред на культивирование пропионовокислых бактерий. 

Таким образом, уравнение регрессии с учетом значимых коэффициентов прини-
мает вид 

𝑦𝑦 = 43,4 + 1,2𝑥𝑥1 + 1,4𝑥𝑥2 + 1,1𝑥𝑥4.  



 

13 

Далее произведен расчет по программе крутого восхождения. Для процесса куль-
тивирования рассчитаны шесть новых питательных сред. При этом исходный уровень 
принимался за центр планирования. От исходного уровня рассчитывались шаги, при ко-
торых к значению предыдущего уровня, в зависимости от полученного знака критерия 
регрессии, добавляется значение шага или вычитается. По фактору, который имеет 
наибольшее влияние, последний шаг является равным его минимальному либо макси-
мальному уровню. Таким образом, определены шесть составов сред восхождения. По-
скольку третий фактор согласно полученному неравенству (5) не оказывает влияние на 
процесс, то уровень во всех составах оставалось равным исходному. В таблице 3 приве-
дены результаты расчетов. 

Таблица 3. Среды для реализации крутого восхождения 
Среда № Х1 Х2 Х3 Х4 

1 5,28 0,17 3,0 5,28 
2 5,56 0,23 3,0 5,56 
3 5,84 0,30 3,0 5,84 
4 6,12 0,36 3,0 6,12 
5 6,40 0,43 3,0 6,40 
6 6,67 0,49 3,0 6,67 

Компоненты Дрожжевой  
автолизат, % 

Аскорбиновая  
кислота, % 

Сульфат  
аммония, г/л 

Лактоза, г/л 

Основной  
уровень 5,0 0,1 3,0 5,0 

В ходе проведения каждого опытов проводилось нахождение количества биомассы 
пропионовокислых бактерий и количество накапливаемого витамин В12 в течение 7 су-
ток. Результаты накопления биомассы по программе крутого восхождения представлены 
в виде графической зависимости на рис. 1. 

 
Рис. 1. Динамика накопление биомассы бактериями Pr. freudenreichii в зависимости от состава питатель-
ной среды по программе крутого восхождения 

По результатам экспериментов показано, что наибольшее накопление биомассы 
бактерий происходит при культивировании на среде под номером 3 (см. табл. 3) с дости-
жением максимального значение на 5-е сутки культивирование равное 60,5 г/л. Из 
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графика изменения накопления биомассы видно, что первые пять суток идет активное 
накопление биомассы, после чего наблюдается падение содержания бактерий в питатель-
ной среде. После пяти суток культивирования происходит истощение питательной 
среды по компонентам и их совместное действие не оказывает стимулирования для даль-
нейшего синтезирования бактерий. 

Результаты по уровню содержания витамина В12 по программе крутого восхожде-
ния представлены в виде графической зависимости на рис. 2. 

 
Рис. 2. Накопление витамина В12 в зависимости от состава питательной среды по программе крутого  
восхождения 

Оптимальным составом для накопления витамина В12 также является среда под но-
мером 3 (см. табл. 3). Максимальное значение витамина на 5-е сутки культивирование 
достигает 108,1 мкг/мл. Из графика изменения накопления витамина В12 видно, что пер-
вые пять суток идет активное накопление. Максимальный уровень витамина достигается 
на 5-е сутки, после чего наблюдается падение уровня накопления витамина в питатель-
ной среде. Ряд наиболее важных характеристик жидкой закваски приведен в таблице 4. 

Таблица 4. 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 бакте-
рий, КОЕ/см3 12×1012 

Выводы 

Методом математического планирования построен план полного факторного экс-
перимента ПФЭ 2n. По результатам решения задачи оптимизации определены оптималь-
ный состав среды для питания и условия для развития пропионовокислых бактерий 
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Propionibacterium freudenreichii, позволяющие добиться наибольшего прироста биомассы 
бактерий с высоким титром жизнеспособных клеток и наибольшего содержания вита-
мина В12. Оптимальный состав среды: инокулят – 5% об.; молочная сыворотка – 5% об.; 
гидролизованное молоко – 5% об.; хлорид кобальта – 20 мг/л; дрожжевой автолизат – 
5,84% об.; аскорбиновая кислота – 0,30% об.; сульфат аммония – 3,0 г/л; лактоза – 5,84 г/л. 
Подобраны оптимальные условия, при которых максимальный прирост пропионово-
кислых бактерий достигается на 5-е сутки культивирования и составляет 60,5 г/л с высо-
ким значением жизнеспособных клеток пробиотических бактерий 12×1012 КОЕ/см3. 
Накопление витамина В12 достигается также на 5-е сутки культивирования и составляет 
108,1 мкг/мл. 
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