
52 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 4    

Í.Ю. Âасильєва, Ò.Â. Ãудзенко, Ì.Ì. Панченко, Â.Î. Iваниця 

ÓДÊ 579.852.11.24

Í.Ю. Âасильєва, Ò.Â. Ãудзенко, Ì.Ì. Панченко, Â.Î. Iваниця 
Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова,

вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Óкраїна, тел.: +38 (0482) 63 79 15,
e-mail: tatkamic@onu.edu.ua 

ÎПÒÈÌIЗÀÖIß СÊËÀÄУ ПÎЖÈÂÍÎÃÎ СÅÐÅÄÎÂÈЩÀ 
ÄËß ÅÍÒÎÌÎПÀÒÎÃÅÍÍÈÕ ÁÀÊÒÅÐIÉ ШÒÀÌУ 

BACILLUS THURINGIENSIS ONU 15

Ìетодом математичноãо пëанування експериментів оптимізовано 
скëад поживноãо середовища дëя куëьтивування штаму Bacillus 
thuringiensis ONU 15, ентомопатоãенноãо дëя двокриëиõ комаõ-
шкідників їстівниõ ãрибів. Оптимізація середовища базуваëася на 
пëануванні з використанням центраëьноãо композиційноãо орто-
ãонаëьноãо пëану. Параметрами оптимізації сëуãуваëи заãаëьна 
чисеëьність бактерій та спор штаму Bacillus thuringiensis ONU 15. 
В резуëьтаті проведениõ досëіджень розробëено поживне середовище 
(пептон – 7,3 ã/ë, дріжджовий екстракт – 3,0 ã/ë, ãëюкоза – 2,5 ã/ë, 
K2HPO4  – 5,0 ã/ë, KH2PO4 – 5,0 ã/ë, Na цитрат – 3,0 ã/ë, Na2HPO4 – 
1,5 ã/ë, MgSO4 – 0,05 ã/ë, MnSO4 – 0,03 ã/ë та CaCl2 –0,05 ã/ë), на 
якому кіëькість бактерій у порівнянні з виõідним середовищем зросëа 
до 184,6±6,9 õ1010 КУО/мë.

Кëючо в і  с ë о в а : Bacillus thuringiensis, оптимізація скëаду пожив-
ноãо середовища, центраëьний композиційний ортоãонаëьний експери-
мент.

Одниìи з найбільш перспективних напряìків захисту грибів, що 
культивуються, від коìах-шкідників є застосування препаратів на основі 
ентоìопатогенних бактерій [16]. В Одеськоìу наöіональноìу університеті 
вперше розроблено технологію культивування коìах-шкідників Brаdysia 
ріlistriata, ìетодику визна÷ення ларвіöидної активності бактерій та 
отриìано штаì Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 – патогенний для коìах 
родини Mycetophilidae, Sciaridae та Culicidae, зокреìа для брадисій – 
основного шкідника ìіöелію та плодових тіл їстівних та лікарських грибів 
[2, 7]. За використання бактерій штаìу Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 в 
лабораторних уìовах гине до 90% ли÷инок коìах-шкідників [3]. 

Для одержання ентоìопатогенного препарату постала зада÷а під-
бору та оптиìізаöії складу поживного середовища для культивування 
öих бактерій. Використання ìатеìати÷них ìетодів планування і обробки 
результатів експериìентів зна÷но скоро÷ує трудоìісткість і тривалість 
öієї роботи. Планування експериìенту дозволяє варіювати одно÷асно 
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важливі фактори і отриìувати кількісні оöінки як саìих факторів, так і 
ефектів взаєìодії ìіж ниìи [5, 9]. 

Ìетою роботи було створення та оптиìізаöія складу поживного 
середовища, здатного підвищити загальний урожай бактерій і ендоспор 
ентоìопатогенного штаìу Bacillus thuringiensis ONU 15, з застосуванняì 
ìетоду ìатеìати÷ного планування експериìенту на підставі öентрального 
коìпозиöійного ортогонального плану.

Ìатеріали і методи
В роботі використовували штаì Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 ізо-

льований у 2007 роöі на кафедрі ìікробіології і вірусології ОНÓ іìені 
I.I. Ìе÷никова з тіла коìахи – ìешканöя плодового тіла їстівного гриба 
Pleurotus ostreatus [3]. 

Штаì Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 зберігається в колекöії Одесь-
кого наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷никова та задепоновано в 
Депозитарії Iнституту ìікробіології і вірусології НÀН Óкраїни як Bacillus 
thuringiensis IMВ B-7370.

Êультивування здійснювали на шейкері-інкубаторі Innova 43R 
NewBrunswick у флаконах з 50 ìл середовища при 150 об/хв, впродовж 
48 год при теìпературі 30 °Ñ.

Приріст бактерій визна÷али за зìіною показника опти÷ної щільності 
на спектрофотоìетрі Specol-10 (Perkin Elmer USA) при довжині хвилі 
540 нì. 

Òитр клітин визна÷али ìетодоì серійних розведень з подальшиì ви-
сівоì на щільне середовище ÌПÀ, титр спор – ìетодоì серійних розве-
день після попередньої терìі÷ної обробки культури при 80 °Ñ впродовж 
30 хв [4].

Вихідниì для проведення оптиìізаöії був склад поживного середовища 
такого складу (г/л): пептон – 10,0; дріжджовий екстракт – 2,0; глюко-
за – 6,0; K2HPO4 – 5,0; KH2PO4 – 5,0; Na öитрат – 3,0; Na2HPO4  – 1,5; 
MnSO4 – 0,03; MgSO4 – 0,05; CaCl2 – 0,05. 

Ñклад середовища оптиìізували за допоìогою öентрального коìпо-
зиöійного ортогонального експериìенту [5, 9]. Êритеріяìи оптиìізаöії 
слугували показники загальної кількості життєздатних клітин і ендоспор 
[5, 8, 9].

Ìатеìати÷ну обробку результатів досліджень здійснювали за допо-
ìогою програì Microsoft Excel 2007 і MatLab R2009a.

Ðезультати та їх обговорення
На першоìу етапі розробки оптиìального складу поживного серед-

овища було перевірено вплив джерел енергії та вуглеöю і ìінеральних 
коìпонентів на ріст бактерій штаìу Bacillus thuringiensis ОНÓ 15.

Виходя÷и з даних літератури, орієнтувалися на склад середовища, 
органі÷на складова якого збалансована за співвідношенняì вуглеöю та 
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азоту, що є необхідниì для росту культури, оскільки саìе öі коìпоненти 
впливають, як на конструктивний обìін гетеротрофного ìікроорганізìу, 
так і на синтез його ферìентів. На дуìку деяких авторів, саìе öе визна÷ає 
найкращий ріст бактерій, що утворюють спори [1, 6]. Внесення глюкози 
до середовища стиìулює спороутворення і стабілізує стаöіонарну фазу 
росту ìікроорганізìів [11]. 

Для вибору найбільш оптиìального складу поживного середовища 
для росту Bacillus thuringiensis ОНÓ 15, визна÷или показники росту 
баöил на середовищах з різниìи коìбінаöіяìи джерел енергії та вугле-
öю (табл. 1).

Òаблиöя 1

Êомбінації джерел енергії та вуглецю в складі середовищ 
Òable 1

Combіnatіons of the sources of energy and carbon іn the experіments

Âаріант 
Îрганічний компонент (г/л)

пептон казеїн 
дріжджовий 

екстракт 
глюкоза ÌПÁ 

À 5,0 2,5 1,1 1,1 -

Б 5,0 5,0 1,0 5,0 -

Г 10,0 - 2,0 6,0 -

Д 5,0 2,5 1,0 1,0 3,0

До кожного з варіантів досліду додавали коìбінаöію солей MgSO4 
(0,05 г/л), MnSO4 (0,03 г/л) та CaCl2 (0,05 г/л). Öі фактори відносять-
ся до групи ìінеральних сполук, які є необхідниìи для росту бактерій. 
Ìарганеöь є кофактороì фосфогліöеролìутази, яка бере у÷асть в проöесі 
спороутворення [1, 12], а кальöій входить до складу солі діпіколінової кис-
лоти, що є важливиì коìпонентоì ендоспор бактерій роду Bacillus [1]. 

Як видно з кривих росту штаìу Bacillus thuringiensis ОНÓ 15, на-
ведених на рисунку 1, найкращою коìбінаöією органі÷них коìпонентів 
для öього штаìу є варіант Г, який ìістить пептон, дріжджовий екстракт 
та глюкозу (табл. 1). Ó öьоìу випадку штаì раніше виходив на стаöіо-
нарну фазу росту (28 год) і досягав ìаксиìального показника опти÷ної 
щільності. Найбільші показники питоìої швидкості росту (0,19 год-1), 
загальної кількості життєздатних клітин (140,6±15,8х1010 ÊÓО/ìл) та 
кількості спор (9,25±2,6х108 ÊÓО/ìл) також реєстрували на öьоìу ва-
ріанті середовища (табл. 2). 

Ґрунтую÷ись на отриìаних результатах, для подальшої роботи з 
оптиìізаöії поживного середовища джерелоì енергії та вуглеöю вибра-
ли коìбінаöію з пептону (10,0 г/л), дріжджового екстракту (2,0 г/л) та 
глюкози (6,0 г/л).
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Ðис. 1. Êриві росту Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 за різних джерел енергії та 
вуглецю 

1 – варіант À; 2 – варіант Б; 3 – варіант Г; 4 – варіант Д 

Fіg. 1. The growth curves of straіn Bacillus thuringiensis ONU 15 at dіfferent 
sources of energy and carbon 

1 – variant À; 2 – variant Б; 3 – variant Г; 4 – variant Д

Ìінеральниì фоноì обрали середовище Êантвелла (K2HPO4 – 5,0 г/л, 
KH2PO4 – 5,0 г/л, Na öитрат – 3,0 г/л, Na2HPO4 – 1,5 г/л). Як інший 
варіант ìінерального фону використовували тільки гідроортофосфат калію 
(K2HPO4 – 1,0 г/л). Даний вибір базується на дослідженнях, які були 
проведені раніше. Òакож до кожного з варіантів досліду, як і раніше, 
додавали коìбінаöію солей MgSO4, MnSO4 та CaCl2.

Òаблиöя 2

Показники росту штаму Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 за різних композицій 
джерел енергії та вуглецю

Table 2

The growth parameters of straіn Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 at dіfferent 
combіnatіons of sources of energy and carbon

Âаріант 
досліду

Показник 
оптичної 
щільності 

(D)

Питома 
швидкість 

росту
(год-1)

Час подво-
єння клітин 

(год)

Êількість 
спор/мл 

)

Загальна кіль-
кість клітин/мл 

)

À 1,00 0,11 6,30 8,5±0,9х108 1,5±0,5х1010

Б 1,60 0,15 4,60 2,3±0,1х108 5,1±3,1х1010

В 2,25 0,19 3,64 9,2±2,6х108 140±15х1010

Г 1,35 0,12 5,70 1,6±0,2х108 3,0±0,4х1010
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На рис. 2 наведені криві росту Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 залежно 
від обраних ìінеральних фонів у порівнянні з варіантоì без них. Отриìані 
дані повністю співпадають з літературниìи джерелаìи і підтверджують, 
що додавання до коìбінаöії органі÷них коìпонентів ìінеральних сполук, 
стабілізує ріст баöилярних штаìів та продовжує стадію стаöіонарного 
зростання [1, 6]. Показник загальної кількості клітин, свід÷ить про те, 
що ìінеральний фон середовища Êантвелла сприяє збільшенню загаль-
ної ÷исельності клітин бактеріального штаìу до 156,5±3,1х1010 ÊÓО/ìл 
(табл. 3). Однак, показники кількості спор на öьоìу середовищі були 
ìініìальниìи (79,0±6,5х107 ÊÓО/ìл). 

Ðис. 2. Êриві росту Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 в залежності від мінерального 
складу середовища 

1 – поживне середовище без ìінерального фону; 2 – поживне середовище з 
ìінеральниì фоноì Êантвелла; 3 – поживне середовище с гідроортофосфатоì 

калію

Fіg. 2. The growth curves of straіn Bacillus thuringiensis ONU 15 dependіng on 
the mіneral composіtіon of medіum

1 – culture medium without mineral background; 2 – culture medium with 
Cantwell’s mineral background; 3 – culture medium with potassium hydrogen 

phosphate

При використанні гідроортофосфату калію як ìінерального фону, 
показано, що öей варіант середовища є найсприятливішиì для проöесу 
спороутворення бактеріяìи Bacillus thuringiensis ОНÓ 15. Êонöентра-
öія спор досягала ìаксиìального зна÷ення – 81,1±4,2х108 ÊÓО/ìл за 
ìаксиìальної (0,22 ÷ас-1) питоìої швидкості росту (табл. 3). 
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Òаблиöя 3 

Показники росту Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 в залежності від мінерального 
складу середовища 

Table 3

The parameters of growth of straіn Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 іn dependіng on 
varіous mіneral composіtіon

Âаріант 

Îптич-
на 

щіль-
ність 

Питома 
швидкість 

росту 
(год-1)

Час 
подво-
єння 
(год)

Êількість 
спор/мл

)

Êількість 
бактерій кл/мл

)

Ñередовище без 
ìінерального фону

2,25 0,19 3,64 9,2±1,4х108 140,6±15,8х1010

Ñередовище з 
ìінеральниì фоноì 
Êантвелла

2,5 0,2 3,46 79,0±6,5х107 156,5±3,1х1010

Ñередовище з 
гідро ортофосфатоì 
калію

2,35 0,22 3,15 81,1±4,2х108 152,3±1,8х1010

Òакиì ÷иноì, отриìані дані свід÷ать про те, що зна÷иìиìи фактораìи 
для збільшення кількості вегетативних бактерій Bacillus thuringiensis 
ОНÓ 15 є пептон, дріжджовий екстракт і глюкоза. Ó подальшій роботі 
з оптиìізаöії поживного середовища öі коìпоненти позна÷атиìуться як 
÷инники: х1 – пептон, х2 – дріжджовий екстракт, х3 – глюкоза. Êожен 
з öих факторів досліджували на трьох рівнях – нижньоìу, середньоìу і 
верхньоìу (табл. 4) та у «зоряних то÷ках» (табл. 5). 

 Òаблиöя 4

Îдиниці варіювання (λ) і концентрації компонентів середовищ на нижньому (-1), 
середньому (0) і верхньому рівнях (+1)

Table 4

Unіts of varіatіon (λ) and the concentratіon of medіa components on the bottom 
(1), the mіddle and upper levels (+1)

Êомпонент 
середовища

Фактор
Íижній 
рівень
(-1)

Середній 
рівень
(0)

Âерхній 
рівень
(+1)

Îдиниця варі-
ювання

(λ)

Пептон х1 5,0 7,5 10,0 2,5

Дріжджовий 
екстракт

х2 1,0 3,0 5,0 2,0

Глюкоза х3 1 3,5 6,0 2,5

Оптиìізаöію середовища оöінювали за конöентраöією вегетативних 
клітин (Y1) та спор (Y2) Bacillus thuringiensis ОНÓ 15. Ґрунтую÷ись на 
отриìаних попередніх даних про вплив ìінерального фону, при проведені 
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оптиìізаöії для першої ìоделі (Y1) додавали ìінеральний фон Êантвелла, 
а для другої ìоделі (Y2) додавали гідроортофосфат калію. 

Швидкість росту ìікроорганізìів під впливоì факторів (органі÷-
ні сполуки) ìожна представити як залежність вигляду у = f (x1, x2, 
x3  ...  xn).

Ðозробка ìатеìати÷ної ìоделі передба÷ає принöип від «простого до 
складного». Ó вигляді поліноìа öей принöип озна÷ає перехід від поліноìа 
першого порядку  до поліноìа другого 
порядку .

Проведення факторного експериìенту полягає у визна÷енні впливу 
обраного ÷инника на показник оптиìізаöії. Планування за такою схе-
ìою уìожливлює реалізаöію всіх ìожливих коìбінаöій, які наведені у 
таблиöі 5.

Для розрахунку пото÷ної дисперсії ( ) кожен дослід здійснювали у 
трьох повторах, на основі ÷ого отриìували необхідні для 5% рівня зна-
÷иìості результати, за якиìи визна÷али дисперсію їх відтворюваності, 
а з урахуванняì критерію Ñтьюдента – і ìежу зна÷ущості коефіöієнтів 
регресії.

На підставі коефіöієнтів регресії після проведення öентрального 
коìпозиöійного ортогонального експериìенту були отриìані ìатеìати÷ні 
ìоделі залежностей загальної кількості клітин Bacillus thuringiensis ОНÓ 
15 (Y1) від конöентраöій у середовищі коìпонентів х1, х2, х3: 

Y1 =1,13–0,068x1+0,031x2+ 0,33x3–0,11x1х2+0,035x1х3+0,105x2х3–
0,45x12+0,02 x22+0,02x32

,

та кількості спор Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 (Y2) від конöентраöій 
у середовищі коìпонентів х1, х2, х3: 

Y2 = –6,76 –15,8x2+21,79x3–18,68x1х2–20,74x2х3+23,74x12. 

Після знаходження коренів рівнянь, об÷ислювали шукані конöентраöії 
факторів середовища використовую÷и форìулу:

ci=xiλ+c0i

де хi – кодоване зна÷ення фактора (безрозìірна вели÷ина); ci та c0i 
– натуральні зна÷ення фактора (відповідно пото÷не зна÷ення і зна÷ен-
ня на нульовоìу рівні); λ – натуральне зна÷ення інтервалу варіювання 
факторів (ΔÑ) [5, 8].

За розрахунковиìи показникаìи оптиìізоване поживне середовище 
для збільшення кількості вегетативних клітин Bacillus thuringiensis ОНÓ 
15 (середовище ВÊ) ìає такий склад (г/л): пептон – 7,3; дріжджовий 
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екстракт – 3,0; глюкоза – 2,5; K2HPO4 – 5,0; KH2PO4 – 5,0; Na öитрат – 
3,0; Na2HPO4 – 1,5; MgSO4 – 0,05; MnSO4 – 0,03; CaCl2 –0,05. 

Оптиìізоване середовище, що сприяє збільшенню кількості ендоспор 
Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 (середовище ÅÑ), ìає такий склад (г/л): 
пептон – 1,8; дріжджовий екстракт – 2,5; глюкоза – 3,8; K2HPO4 – 1,0; 
MgSO4 – 0,05; MnSO4 – 0,03; CaCl2 –0,05. 

Зìеншення кількісних показників джерел енергії та вуглеöю для 
ìоделі оптиìізованої за показникоì ÷исельності спор, підтверджує відо-
ìі дані про те, що спороутворення є відповідною реакöією культури на 
виснаження поживних ре÷овин [8].

Ó таблиöі 6 наведено зна÷ення конöентраöії вегетативних клітин та 
ендоспор, які отриìали в експериìенті з перевірки отриìаних ìоделей.

Òаблиöя 6

Êонцентрація вегетативних клітин та ендоспор Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15, 
отриманих на оптимізованих середовищах

Table 6

The concentratіon of vegetatіve cells and endospores of Bacillus thuringiensis 
ONU 15 on optіmіzed medіa

Середовище
Êількість вегетативних клітин 

ÊУÎ/мл )
Êількість ендоспор 
ÊУÎ/мл )

Оптиìізоване середовище ВÊ 
(ìодель Y1)

184,6±6,9х1010 21,6±0,9х108

Оптиìізоване середовище ÅÑ 
(ìодельY2)

35,7±13,8х1010 53,3±1,8х109

Êонтрольне середовище 26,0±2,7х1010 3,0±0,6х108

Як видно з наведених у таблиöі 6 даних, конöентраöія вегетативних 
клітин Bacillus thuringiensis ONU 15 на оптиìізованоìу середовищі ВÊ 
досягала зна÷ення 184,6±6,9 х1010 ÊÓО/ìл, що ìайже у 7 разів пере-
вищує öей показник на контрольноìу середовищі (26,0±2,7х1010 ÊÓО/
ìл). На оптиìізованоìу середовищі ÅÑ конöентраöія ендоспор складала 
53,3±1,8х109 спор/ìл, що на два порядки вище ніж на контрольноìу се-
редовищі (3,0±0,6х108 спор/ìл), проте конöентраöія вегетативних клітин 
на öьоìу середовищі незна÷но перевищує öей показник на контрольноìу 
середовищі – 35,7±13,8х1010 ÊÓО/ìл та більш ніж в 5 разів ниж÷а ніж 
на оптиìізованоìу середовищі ВÊ.

Òакиì ÷иноì, в результаті проведених досліджень ìетодоì ìатеìа-
ти÷ного планування експериìентів з виростанняì öентрального коìпо-
зиöійного ортогонального експериìенту розроблено оптиìізовані склади 
поживних середовищ, які дозволяють суттєво підвищити урожай бактерій 
та ендоспор Bacillus thuringiensis ONU 15. 
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ÎПÒÈÌÈЗÀÖÈß СÎСÒÀÂÀ ПÈÒÀÒÅËЬÍÎÉ СÐÅÄЫ ÄËß 
ЭÍÒÎÌÎПÀÒÎÃÅÍÍЫÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ШÒÀÌÀ BACILLUS 

THURINGIENSIS ONU 15

Ðеферат

Ñ использованиеì ìетодов ìатеìати÷еского планирования проведена 
оптиìизаöия состава питательной среды для культивирования штаììа 
Bacillus thuringiensis ONU 15, обладающего �нтоìопатогенныìи свой-
стваìи по отношению к двукрылыì насекоìыì-вредителяì съедобных 
грибов. Оптиìизаöию среды проводили с использованиеì öентрального 
коìпозиöионного ортогонального плана. Параìетраìи оптиìизаöии 
служили общая ÷исленность бактерий и коли÷ество �ндоспор штаììа 
Bacillus thuringiensis ONU 15. В результате проведенных исследований, 
предложена питательная среда такого состава: пептон – 7,3 г/л, дрож-
жевой �кстракт – 3,0 г/л, глюкоза – 2,5 г/л, K2HPO4 – 5,0 г/л, KH2PO4 
– 5,0 г/л, Na öитрат – 3,0 г/л, Na2HPO4 – 1,5 г/л, MgSO4 – 0,05 г/л, 
MnSO4 – 0,03 г/л, CaCl2 – 0,05 г/л, на которой конöентраöия бактерий 
составляла 184,6± 6,9х1010 ÊОÅ/ìл.

Êлю÷евые  слова : Bacillus thuringiensis ONU 15, оптиìизаöия 
состава питательной среды, öентральный коìпозиöионный ортогональный 
�кспериìент.
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OPTIMIZATION OF THE CULTURE MEDIUM FOR 
ENTOMOPATHOGENIC BACTERIA OF STRAIN BACILLUS 

THURINGIENSIS ONU 15 

Summary

With the use of experimental design methods there were optimized the 
culture medium for the cultivation of strain Bacillus thuringiensis ONU 15, 
having entomopathogenic properties against dipteran pests of edible fungi. 
Optimization of culture medium was performed using the central composite 
orthogonal method. The parameters of optimization were the total number 
of bacteria and the number of endospores of strain Bacillus thuringiensis 
ONU 15. As a result of the research it is proposed the culture medium 
of the following composition: peptone – 7.3 g/l , yeast extract – 3.0 g/l, 
glucose – 2.5 g/l, K2HPO4 – 5.0 g/l, KH2PO4 – 5.0 g/l, Na citrate – 3.0 
g/l, Na2HPO4 – 1.5 g/l, MgSO4 – 0.05 g/l, MnSO4 – 0.03 g/l, CaCl2 – 
0.05 g/l.

 At the optimized culture medium the total number of bacteria, compared 
with the original culture medium, increased by 7 times and has reached 
the indicator – 184.6± 6.9х1010 CFU/ml. 

Key  wo rd s : Bacillus thuringiensis ONU 15, optimization of the 
culture medium, the central composite orthogonal method.


