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ÊÎÌПÎЗÈÖÈÎÍÍЫÅ СÎÎÒÍÎШÅÍÈß 
ПÐÎÁÈÎÒÈЧÅСÊÈÕ ШÒÀÌÌÎÂ B. SUBTILIS È 

ПÐÅÁÈÎÒÈÊÎÂ ÄËß СÈÍÁÈÎÒÈЧÅСÊÎÃÎ ПÐÅПÀÐÀÒÀ

Изучена активность разëичныõ соотношений пробиотическиõ штам-
мов B. subtilis УКМ-5139 и B. subtilis УКМ-5140, а также ëактита и 
ëактуëозы по отношению к  усëовно-патоãенным микроорãанизмам 
(УПМ).
Установëено, что наибоëее выраженный антимикробный эффект 
проявëяëа композиция, состоящая из куëьтур иссëедованныõ штам-
мов бациëë в соотношении 1:1. Добавëение в среду куëьтивирования  
пребиотическиõ веществ в концентрации 15% усиëиваëо антаãони-
стическую активность бациëë относитеëьно усëовно-патоãенныõ 
микроорãанизмов. Степень  инãибирования  иõ роста при добавëении 
в среду куëьтивирования ëактита быëа боëее высокой по сравнению 
с внесением  ëактуëозы.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : синбиотики, композиционный состав, ëактит, 
ëактуëоза.

Для ле÷ения и профилактики острых кише÷ных инфекöий, а также 
коррекöии дисбактериозов широко приìеняются пробиоти÷еские препа-
раты, созданные на основе разли÷ных ìикроорганизìов: бифидобактерий, 
лактобактерий, аэробных спорообразующих бактерий рода Bacillus.

Однако существующий спектр препаратов-пробиотиков не позволяет 
полностью решить проблеìу коррекöии ìикробиоты кише÷ника вслед-
ствие  избирательной антагонисти÷еской активности пробиоти÷еских 
штаììов входящих в их состав, ÷то в некоторых слу÷аях обуславливает 
недостато÷ную эффективность пробиотиков при  разли÷ных патологи÷е-
ских состояниях.  Поэтоìу актуальныì и перспективныì направлениеì 
совершенствования пробиотиков является создание коìплексных био-
препаратов, в тоì ÷исле синбиотиков, в состав которых входят разли÷ные 
штаììы бактерий, взаиìодополняющие друг друга по спектру антиìи-
кробной активности, а также пребиотики. Приìенение таких препаратов 
позволит ускорить проöесс элиìинаöии из ìакроорганизìа возбудителей 
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разли÷ных заболеваний и восстановить видовой и коли÷ественный состав 
ìикробиоты кише÷ника [2, 7].

При конструировании экспериìентальных образöов таких препаратов 
необходиìо, прежде всего, подобрать оптиìальные коìпозиöионные со-
отношения пробиоти÷еских культур, а также веществ, используеìых в 
ка÷естве пребиотиков. Одниì из критериев эффективности создаваеìых 
коìпозиöий является сохранение или усиление высокой антагонисти÷е-
ской активности  пробиоти÷еских штаììов ìикроорганизìов.

Öелью настоящей работы было оöенить in vitro антагонисти÷ескую 
активность  пробиоти÷еских штаììов  B. subtilis ÓÊÌ-5139 и B. subtilis 
ÓÊÌ-5140 и пребиотиков лактита или лактулозы. 

Ìатериалы и методы
Объектаìи  исследования были пробиоти÷еские штаììы  B. subtilis 

ÓÊÌ 5139 и B. subtilis ÓÊÌ 5140, являющиеся основой препарата-
пробиотика эндоспорина, созданного для ле÷ения и профилактики дис-
бактериозов и разли÷ных кише÷ных инфекöий [6]. В ка÷естве тест-культур 
использовали Staphylococcus aureus УКМ В-4001, Escherichia coli АТСС 
25922, Candidа albicans УКМ Y-690, Pseudomonas aeruginosa УКМ В-329 
из Óкраинской коллекöии ìикроорганизìов.

Òехнология культивирования изу÷аеìых штаììов баöилл, обеспе-
÷ивающая полу÷ение их биоìассы, содержащей 108–109 ÊОÅ/ìл, раз-
работана ранее и отражена в технологи÷ескоì реглаìенте производства  
эндоспорина [6]. 

 Бактерии выращивали в периоди÷еских условиях на ка÷алке (200 об/
ìин) при 37 °Ñ в колбах еìкостью 750 ìл с 50 ìл питательной среды (г/л): 
глюкоза – 15,0, натрия öитрат – 1,29; (NH4)2HPO4 – 4,75, KH2PO4 – 9,6, 
MgSO4·7H2O – 0,18, рН среды – 7,0±0,2. 

Ñуспензии штаììов  баöилл с исходныìи конöентраöияìи клеток  
108, 109, 1010 ÊОÅ/ìл (в работе названные «нагрузкой») сìешивали в 
разли÷ных соотношениях (1:1, 1:2, 2:1), к ниì добавляли лактит или 
лактулозу в конöентраöиях 5, 10, 15%, полу÷ая такиì образоì ряд экс-
периìентальных образöов препарата. Для подбора наиболее оптиìального 
состава создаваеìых коìпозиöий использовали факторный план для двух 
независиìых переìенных на трех уровнях [1]. Ñ у÷етоì предложенной 
ìатриöы полу÷или 9 разли÷ных коìпозиöий из пробиоти÷еских штаììов 
баöилл в разли÷ных конöентраöиях и лактита, а также 9 коìпозиöий из 
баöилл и лактулозы. В ка÷естве критерия оöенки эффективности коìпо-
зиöии была использована ее антагонисти÷еская активность.

Àнтагонисти÷ескую активность определяли в среде Гаузе-2 при со-
вìестноì культивировании штаììов тест-культур ìикроорганизìов, 
баöилл и пребиоти÷еских веществ при 37 °Ñ в те÷ение 24 ÷асов. После 
выращивания 0,1 ìл суспензии из соответствующих разведений высевали 
на дифференöиально-диагности÷еские среды: Эндо для определения ко-
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ли÷ества жизнеспособных клеток Escherichia coli, стафилококковый агар 
– Staphylococcus aureus, ìалахитовый агар – Pseudomonas aeruginosa 
и Ñабуро-агар – Candida albicans. Êонöентраöию бактерий выражали в 
ÊОÅ/ìл. Ñтепень ингибирования роста тест-культур условно-патогенных 
ìикроорганизìов (ÓПÌ) определяли по ìетодике и выражали в виде 
потерь их клеток в % [3]. 

Ìатеìати÷еская обработка результатов заклю÷алась в рас÷ете 
эффектов  влияния полу÷енных синбиоти÷еских коìпозиöий на рост 
исследуеìых тест-культур. Эффекты влияния разли÷ных коìпозиöий 
проводили путеì определения разниöы ìежду показателяìи средних 
зна÷ений генеральной совокупности и средних отдельных выборок. Ê ге-
неральной совокупности относили все варианты коìпозиöий, содержащие 
определенный фактор, к отдельныì выборкаì –  варианты коìпозиöий, 
содержащие определенный фактор на отдельноì уровне [1].

Экспериìенты проводили в трех повторностях, в ка÷естве критерия 
достоверности использовали критерий Ñтьюдента на 5% уровне зна÷и-
ìости.

Ðезультаты и их обсуждение
В предыдущих работах показана высокая биосовìестиìость лактита и 

лактулозы с пробиоти÷ескиìи штаììаìи B. subtilis ÓÊÌ-5139 и B. subtilis 
ÓÊÌ-5140, возìожность использования их в ка÷естве пребиотиков для 
усиления ингибирования роста условно-патогенных и патогенных ìикро-
организìов [5].

Ðезультаты исследования по выходу биоìассы клеток тест-ìикро-
организìов при одновреìенноì внесении в среду разли÷ных конöентра-
öий пробиоти÷еских штаììов и пребиоти÷еских веществ приведены в 
табл. 1 и 2. 

Óстановлено, ÷то степень ингибирования тест-культур условно-
патогенных ìикроорганизìов, в первую о÷ередь зависела от на÷альной 
конöентраöии (ÊОÅ) штаììов пробиотиков в исследуеìых коìпозиöиях. 
Òак, если при использовании в коìпозиöиях на÷альной суспензии баöилл, 
ровной 108–109 ÊОÅ/ìл, по÷ти не наблюдалось разниöы в уровне антаго-
нисти÷ной активности коìпозиöий, то при конöентраöии клеток штаììов 
пробиотиков до 1010 ÊОÅ/ìл, антагонисти÷ная активность коìпозиöий была 
достоверно более высокой (р<0,05). Òак, эффективность коìпозиöий с на-
÷альной конöентраöией клеток баöилл 108–109 ÊОÅ/ìл /ìл относительно 
E. coli составляла 34–39%, то при конöентраöии 1010 ÊОÅ/ìл – 44–51%

Òакже, следует заìетить, ÷то эффективность синбиоти÷еских коì-
позиöий зна÷ительно зависит от конöентраöии пребиоти÷еских веществ. 
Наиболее активныìи были коìпозиöии с 15% содержаниеì лактита или 
лактулози. Àнтагонисти÷ная активность этих коìпозиöий была на 4–8% 
выше, ÷еì в коìпозиöиях, которые содержали другое коли÷ество пре-
биоти÷еских веществ.
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Òаблиöа 1

Àнтагонистическая активность экспериментальных синбиотических композиций с 
концентрацией клеток пробиотических штаммов 108 ÊÎÅ/мл

Table 1

Antagonіstіc actіvіty of experіmental symbіotіc composіtіons wіth concentratіon of  
probіotіc cells 108 CFU/ml

Âари-
ант 
ком-
пози-
ции

Õ1 Õ2 Подавление роста, %

B. subtilis 
УÊÌ – 

5139  : B. 
subtilis 

УÊÌ - 5140

Êон-
цен-

трация 
преби-
отика, 

%

Staphylo
coccus 
aureus

Esche ri
chia
coli

Candida
albicans

Pseudo
monas 

aeruginosa

1* 1:1 5 32,98 34,34 45,83 22,11

2* 1:2 5 31,91 38,38 43,75 21,05

3* 2:1 5 32,98 34,34 46,88 22,11

4* 1:1 10 35,11 38,38 47,92 23,16

5* 1:2 10 32,98 34,34 45,83 21,05

6* 2:1 10 32,98 34,34 46,88 21,05

7* 1:1 15 44,68 41,41 52,08 26,32

8* 1:2 15 32,98 33,33 45,83 21,05

9* 2:1 15 32,98 39,39 37,50 23,16

10** 1:1 5 32,26 34,34 46,39 24,47

11** 1:2 5 31,18 34,34 46,39 24,47

12** 2:1 5 32,26 34,34 46,39 24,47

13** 1:1 10 33,33 34,34 46,39 25,53

14** 1:2 10 31,18 34,34 45,36 25,53

15** 2:1 10 32,26 34,34 46,39 23,40

16** 1:1 15 34,41 35,35 47,42 25,53

17** 1:2 15 32,26 34,34 46,39 25,53

18** 2:1 15 33,33 34,34 46,39 22,34

Óсловные обозна÷ения: * –  коìпозиöии с лактитоì, ** – коìпозиöии с лактулозой.
Notations: *  – compositions with a lactitol, **  – compositions with lactulosa.
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Òакиì образоì, показано, ÷то ÷еì выше исходное содержание клеток 
пробиоти÷еских штаììов баöилл в суспензии при совìестноì глубинноì 
культивировании коìпозиöии, теì более выражено их антагонисти÷еское 
влияние на рост тест-культур. При÷еì лактит усиливал этот эффект 
больше, ÷еì лактулоза.

Òаблиöа 2

Àнтагонистическая активность экспериментальных синбиотических композиций с 
концентрацией клеток пробиотических штаммов 1010 ÊÎÅ/мл

Table 2

Antagonіstіc actіvіty of experіmental symbіotіc composіtіons wіth concentratіon of  
probіotіc cells 1010 CFU/ml

Âари-
ант 
ком-
пози-
ции

Õ1 Õ2 Подавление роста, %

B. subtilis 
УÊÌ – 

5139  : B. 
subtilis УÊÌ 

- 5140

Êон-
цен-

трация 
пребио-
тика, 
%

Staphylo
coccus 
aureus

Esche ri
chia
coli

Candida
albicans

Pseudo
monas 

aeruginosa

1* 1:1 5 43,62 44,44 56,25 32,63

2* 1:2 5 42,55 48,48 54,17 31,58

3* 2:1 5 32,98 44,44 57,29 32,63

4* 1:1 10 45,74 49,49 58,33 33,68

5* 1:2 10 43,62 44,44 56,25 42,11

6* 2:1 10 43,62 44,44 57,29 31,58

7* 1:1 15 55,32 51,52 62,50 36,84

8* 1:2 15 43,62 44,44 56,25 31,58

9* 2:1 15 43,62 49,49 47,92 33,68

10** 1:1 5 39,42 44,34 56,39 35,26

11** 1:2 5 38,46 39,34 56,39 35,26

12** 2:1 5 39,42 41,34 56,39 35,26

13** 1:1 10 40,38 42,34 56,39 36,32

14** 1:2 10 38,46 40,34 55,36 36,32

15** 2:1 10 39,42 44,34 56,39 34,21

16** 1:1 15 42,31 49,35 57,42 37,32

17** 1:2 15 38,46 44,34 56,39 36,32

18** 2:1 15 40,38 44,34 56,39 33,16

Óсловные обозна÷ения: * – коìпозиöии с лактитоì, ** – коìпозиöии с лактулозой.
Notations: *  –   compositions with a lactitol, **  –  compositions with lactulosa. 
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Полу÷енные результаты подкреплялись ìатеìати÷ескиìи рас÷етаìи 
эффектов влияния разли÷ных синбиоти÷еских коìпозиöий (табл. 3). 

Òак, для коìпозиöий, созданных на основе штаììов пробиотиков 
B. subtilis, взятых в соотношении 1:1 с на÷альныì коли÷ествоì клеток 
штаììов  пробиотиков 1010 ÊОÅ/ìл и 15% содержаниеì пребиотиков, 
полу÷ены наибольшие по абсолютной вели÷ине  и со знакоì «+» зна÷е-
ния эффектов влияния. 

Òаблиöа 3

Эффекты влияния различных композиций на тест-культуры,  
рассчитанные математическим путем

Table 3

Influence of the experіmental composіtіons of sіnbіotіcs on the growth of 
condіtіonal pathogenіc mіcroorganіsms, calculated mathematіcally

Âари-
ант 

компо-
зиции

Õ1 Õ2 Эффекты влияния
B. subtilis 

УÊÌ – 
5139  : B. 

subtilis УÊÌ 
- 5140

Êонцен-
трация 
пребио-
тика, %

Staphylo
coccus 
aureus

Esche ri
chia
coli

Candida
albicans

Pseudo
monas 

aeruginosa

1* 1:1 5 -0,24 -2,36 0,00 -1,40

2* 1:2 5 -0,24 -2,36 0,00 -2,46

3* 2:1 5 1,89 2,69 2,08 -0,35

4* 1:1 10 -0,24 -2,36 0,00 8,07

5* 1:2 10 -1,30 1,68 -2,08 -2,46

6* 2:1 10 11,47 4,71 6,25 2,81

7* 1:1 15 -0,24 2,69 -8,33 -0,35

8* 1:2 15 -0,24 -2,36 1,04 -2,46

9* 2:1 15 -10,87 -2,36 1,04 -1,40

10** 1:1 5 -0,21 -0,11 0,00 0,16

11** 1:2 5 -1,18 -0,11 0,00 0,22

12** 2:1 5 0,75 -0,11 0,00 0,63

13** 1:1 10 -1,18 -0,11 -1,03 0,32

14** 1:2 10 -1,18 -0,11 0,00 0,16

15** 2:1 10 2,67 0,90 1,03 1,21

16** 1:1 15 0,75 -0,11 0,00 -1,95

17** 1:2 15 -0,21 -0,11 0,00 -0,89

18** 2:1 15 -0,21 -0,11 0,00 0,16

Óсловные обозна÷ения: * – коìпозиöии с лактитоì, ** – коìпозиöии с лактулозой.
Notations: *  – compositions with a lactitol, ** –  compositions with lactulosa.
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В коìпозиöиях с использованиеì других соотношений штаììов  
баöилл и других конöентраöий пребиотиков зна÷ения эффектов были 
полу÷ены со знакоì «–» или более низкие по абсолютной  вели÷ине. 

Òакиì образоì, для создания коìпозиöий из штаììов B. subtilis 
ÓÊÌ 5139 и B. subtilis ÓÊÌ 5140, обладающих наибольшей антагони- 5140, обладающих наибольшей антагони-5140, обладающих наибольшей антагони-
сти÷еской активностью, наиболее эффективныì является коìпозиöия с 
одинаковыì содержаниеì клеток каждого штаììа. Полу÷енные данные 
подтвердили öелесообразность использования такого со÷етания этих 
штаììов при создании синбиоти÷еской коìпозиöии на их основе [4, 6].

В предыдущих работах была также показана зависиìость степени 
влияния пребиотиков от их конöентраöии. Добавление в питательную 
среду лактита или лактулозы в конöентраöии 15–20% стиìулировало 
рост пробиоти÷еских штаììов баöилл и ингибировало рост условно-
патогенных ìикроорганизìов [5]. 

Ðезультаты изу÷ения влияния конöентраöии пребиоти÷еских веществ 
в составе экспериìентальных коìпозиöий  на антагонисти÷ескую ак-
тивность входящих в их состав пробиоти÷еских штаììов относительно   
условно патогенных ìикроорганизìов подтвердили вышесказанное. Êак 
лактит, так и лактулоза в конöентраöии 15% показали наиболее вы-
сокий эффект угнетения роста тест-культур. На это также указывают 
расс÷итанные при ìатеìати÷еской обработке эффекты влияния. Они 
полу÷ились со знакоì «+» и отли÷ались по абсолютной вели÷ине от 
таковых коìпозиöий с конöентраöияìи пребиотиков 5 и 10% (табл. 3).

Ñледовательно, наиболее высокая антагонисти÷ная активность 
штаììов пробиотиков B. subtilis ÓÊÌ-5139 и B. subtilis ÓÊÌ-5140  по 
отношению к условно-патогенныì ìикроорганизìаì ìожет быть полу÷е-
на при равноì соотношении их клеток (1:1). Òакую коìпозиöию ìожно 
рассìатривать как вариант технологии для создания коìплексного син-
биоти÷еского препарата на основе исследуеìых штаììов бактерий рода 
Bacillus. Вклю÷ение в состав синбиотика таких пребиоти÷еских веществ 
как лактит  или лактулоза в конöентраöии 15% будет способствовать 
усилению их антагонисти÷ной активности по отношении к  патогенныì 
и условно-патогенныì ìикроорганизìаì. 

ËÈÒÅÐÀÒУÐÀ

1. Бирюков В.В. Практи÷еское руководство по приìенению ìатеìа-
ти÷еских ìетодов планирования экспериìента для поиска оптиìальных 
условий в ìногофакторных проöесах. Èзд.-во Зинатне, Ðига. 1969. –  79 с.

2. Бондаренко В.М., Грачева В.М. Пробиотики, пребиотики и син-
биотики в терапии и профилактике  кише÷ных дисбактериозов // Фар-
ìатека. – 2003. – ¹ 7. – Ñ. 1–2. 



67ISSN 2076–0558. Мікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 2    

ÊОÌПОЗÈÖІÉНІ ÑПІВВІДНОШÅННЯ ПÐОБІОÒÈЧНÈХ ШÒÀÌІВ B. SUBTILIS...

3. Пуëьõеровская Л.П. Васиëьев Д.А., Зоëотуõин С.Н. Ìетоди÷еские 
указания к лабораторно-практи÷ескиì занятияì по дисöиплине «проби-
отики". Óльяновск. – 2010. – 70 с.

4. Сафронова Л.А., Осадчая А.И., Иëяш В.М. Пребиотик лактит как 
коìпонент биопрепарата из аэробных баöилл // Ìикробиологи÷еский 
журнал. 2008. – Ò. 70, ¹ 6. – Ñ. 34–41. 

5. Харõота М.А., Осадча А.И., Авдеева Л.В. Пребиоти÷еские свой-
ства лактита и лактулозы // Ìикробиологи÷еский журнал. – 2011. – 
¹ 6. – Ñ. 32–36.

 6. Пат. 14569 Óкраїна. Біопрепарат «ендоспорин» для лікування та 
профілактики ендоìетритів у тварин. // В.В. Ñìірнов, В.О. Êудрявöев, 
À.I. Осад÷а, Г.Ì. Êалиновський. –  Опубл. 20. 01.1997 р.

7. Bengmark S. Coloni food: pre- and probiotics // Amer. J. 
Gastroenterol. – 2000. – 95, ¹ 1, –  suppl. – P. 55–57.

Ñтаття надійшла до редакöії 06.09.2011 р.

UDC 579.852.11.61

M.A. Kharkhota, A.I. Osadcha, L.V. Avdeeva 

Zabolotnogo Institute of Microbiology and Virology, NASU, 154, Zabolotnogo Str., Kyiv, D 
03680, Ukraine, tel.: +38 (044) 526 24 09, e-mail: avdeeva@imv.kiev.ua

COMPOSITION INTERRELATIONS OF PROBIOTIC 
STRAINS B. SUBTILIS AND PREBIOTICS FOR THE 

SINBIOTIC DRUG

Summary

Activity of various compositions of probiotic strains B. subtilis ÓÊÌ-
5139 and B. subtilis ÓÊÌ-5140, and also lactitol and lactulosa in relation 
to conditionally pathogenic microorganisms is studied.

It is established that the most expressed antimicrobical effect was shown 
by the composition consisting the cultures of the investigated strains of 
bacilli in the ratio 1:1. The addition of prebiotics substances to cultivation 
medium in concentration of 15% strengthened antagonistic activity of 
bacilli of conditionally pathogenic microorganisms. The level of inhibition 
of their growth in addition to cultivation medium of lactitol  was higher in 
comparison with addition of  lactuloses.

K e y  w o r d s : synbiotics,  structure of composition, lactitol, lactulosa.
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ÊÎÌПÎЗÈÖIÉÍI СПIÂÂIÄÍÎШÅÍÍß ПÐÎÁIÎÒÈЧÍÈÕ ШÒÀÌIÂ 
B. SUBTILIS ÒÀ ПÐÅÁIÎÒÈÊIÂ ÄËß СÈÍÁIÎÒÈЧÍÎÃÎ 

ПÐÅПÀÐÀÒУ

Ðеферат

Вив÷ена активність різних співвідношень пробіоти÷них штаìів 
B. subtilis ÓÊÌ-5139 і B. subtilis ÓÊÌ-5140, а також лактиту і лактулози 
по відношенню до  уìовно патогенних ìікроорганізìів.

Встановлено, що найбільш виражений антиìікробний ефект проявля-
ла коìпозиöія, яка складалася з культур досліджуваних штаìів баöил в 
співвідношенні 1:1. Додавання в середовище культивування  пребіоти÷-
них ре÷овин в конöентраöії 15% посилювало антагоністи÷ну активність 
баöил відносно уìовно патогенних ìікроорганізìів. Ñтупінь  інгібування  
їх росту при додаванні у середовище культивування лактиту була вищою 
в порівнянні з внесенняì  лактулози.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : синбіотики, коìпозиöійний склад, лактит, лак-
тулоза.


