
Известия ГГТУ №3, 2023 35

УДК 576.8-093:579.8:636.592

ПОЛУЧЕНИЕ БАКТЕРИОЦИНА СУБТИЛОЗИНА И ОЦЕНКА ЕГО 
ЭФФЕКТИВНОСТИ 

Спиридонова П.Д.1, Руденко А.А.2, Баженова Ж.К.3, Похиленко В.Д.4,  
Калмантаев Т.А.4, Чукина И.А.4

1Группа компаний Черкизово ООО «Тамбовская индейка» 
2Московский государственный университет пищевых производств 

3ООО «Птицефабрика Акашевская» 
4ФБУН ГНЦ Государственный научный центр прикладной  

микробиологии и биотехнологии

Аннотация. Бактериоцин субтилозина П19, представляющий собой низкомоле-
кулярный пептид, был получен из штамма Bacillus subtilis П19 природного про-
исхождения. Синтез бактериоцина осуществлялся в условиях глубинного пери-
одического культивирования штамма. Из культуральной жидкости его выделяли 
методом осаждения на клетках продуцента. Препарат для испытаний представ-
лял собой сухой порошок, содержащий грубый бактериоцин с активностью 400 
АЕ/мг, иммобилизованный на клетках штамма-продуцента. 
Испытания эффективности опытного препарата бактериоцина проводили на 
площадке агрохолдинга ООО «Птицефабрика Акашевская» в Республике Ма-
рий-Эл. В эксперимент было взято 40 голов цыплят-бройлеров кросса «Arbor 
Acres». Цыплят индивидуально взвешивали и рассаживали в две клетки по 20 
голов в каждую (контрольная и опытная группы).  Условия содержания и корм 
соответствовали нормативам кросса. Цыплятам опытной группы добавляли в 
корм бактериоцин с первого по 30 день включительно. На 38 день бройлеров 
взвешивали, забивали, вскрывали, отбирали пробы внутренних органов для ис-
следований на патологию, биохимию и микробиологию. Итоги испытаний пока-
зали, что применение бактериоцина субтилозина П19 в виде премикса увеличи-
вало прирост живой массы цыплят, их сохранность и улучшало биохимические 
показатели крови. 
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Annotation. Subtilosin bacteriocin P19, a low molecular weight peptide, was 
obtained from the naturally occurring Bacillus subtilis P19 strain. The synthesis 

                        Спиридонова П.Д., Руденко А.А., Баженова Ж.К.,  
Похиленко В.Д., Калмантаев Т.А., Чукина И.А. 

DOI: https://doi.org/10.51620/2687-1521-2023-3-15-35-41



36 Известия ГГТУ №3, 2023

of bacteriocin was carried out under conditions of deep periodic cultivation of 
the strain. It was isolated from the culture liquid by precipitation on the cells 
of the producer. The test drug was a dry powder containing a crude bacteriocin 
with an activity of 400 AE/mg, immobilized on the cells of the producer strain. 
Tests of the effectiveness of the experimental bacteriocin preparation were carried out 
at the site of the agricultural holding LLC Akashevskaya Poultry Farm in the Republic 
of Mari-El. The experiment involved 40 heads of Arbor Acres cross broiler chickens. 
The chickens were individually weighed and placed in two cages of 20 birds each 
(control and experimental groups). Housing conditions and food complied with cross-
breeding standards. The chickens of the experimental group were supplemented with 
bacteriocin in their feed from the first to the 30th day inclusive. On day 38, broilers 
were weighed, slaughtered, dissected, and samples of internal organs were taken for 
pathology, biochemistry, and microbiology studies. The test results showed that the 
use of bacteriocin subtilosin P19 in the form of a premix increased the gain in live 
weight of chickens, their safety and improved biochemical blood parameters. 
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Введение. Высокая заболеваемость 
бактериальными инфекциями в соче-

тании со значительным увеличением лекар-
ственно-устойчивых патогенов подталкивает 
птицеводческую промышленность к разра-
ботке новых антимикробных стратегий. По-
тенциал использования бактериоцинов для 
предотвращения инфекций бактериальной 
этиологии в основном был направлен на та-
кие патогены как Clostridium perfringens, 
Campylobacter jejuni, E. coli и Salmonella spp. 
- основных возбудителей болезней в пти-
цеводстве. Так, Cl. perfringens, колонизирующая 
кишечный тракт кур, является возбудителем некро-
тического энтерита [1]. Инфекции C. jejuni у людей 
(кампилобактериоз) являются основной причиной 
диарейных заболеваний и гастроэнтерита во всем 
мире [2, 3]. Основной причиной кампилобактерио-
за является потреблением продуктов птицеводства 
после недостаточной кулинарной обработки [3]. 
Использование бактериоцинов, активных против C. 
jejuni, может быть перспективной стратегией повы-
шения безопасности пищевых продуктов и защиты 
здоровья населения [4, 5]. 

За последние десять-двадцать лет были най-
дены бактерии-продуценты бактериоцинов, 
включая Lactobacillus salivarius [6, 7], Bacillus 

circulans [8], Paenibacillus polymyxa [8, 9], 
Enterococcus faecium [10, 11], Carnobacterium 
divergens [12], Leuconostoc mesenteroides [13], 
Lactobacillus sakei [14], которые активны в от-
ношении C. jejuni и других патогенов. Что же 
делает их привлекательными для применения 
in vivo? Во-первых, некоторые из описанных 
бактериоцинов технологически не сложно 
получать. Во-вторых, в большинстве своем 
они являются термоустойчивыми пептидной 
природы экзометаболитами, толерантными 
к перепадам рН и малотоксичными для эука-
риотических клеток. В-третьих, пероральное 
введение грубо очищенных бактериоцинов 
для контроля патогенов пищевого происхож-
дения может быть легко достигнуто путем 
включения их в корм или питьевую воду.  Так, 
корма, обогащенные бактериоцином B602, 
обеспечивали защиту кишечника индюшек и 
кур от колонизации Campylobacter sp. [9, 15]. 
Бактериоцин OR-7 из Lb. salivarius, добавлен-
ный в корма, практически избавлял птиц от C. 
jejuni [119]. Энтероцин E-760 из Enterococcus 
sp. в составе корма снижал колонизацию есте-
ственно приобретенных видов Campylobacter 
у цыплят-бройлеров [17]. Отечественными 
исследователями показан весьма ощутимый 
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ростостимулирующий эффект на бройлерную 
птицу бактериоцинов и бактериоцин-подоб-
ных ингибирующих субстанций (Bacteriocin-
like-inhibitory substance - BLIS), добавляемых 
в корм [18, 19]. 

Использование бактериоцин-продуциру-
ющих бактерий, а не самих бактериоцинов, 
может быть весьма экономично, но, чтобы 
такой подход стал осуществимым, необходи-
мо иметь в распоряжении подходящие штам-
мы-производители. В связи с этим поиск но-
вых штаммов-продуцентов бактериоцинов 
является актуальным. [20, 21]. В этом плане 
перспективным является субтилозин – бакте-
риоцин, выделенный из природного штамма 
Bacillus subtilis П19 [22]. Его особенностью 
является активность в отношении листерий, 
спорообразующих бациллы и клостридий, а 
также действие на сами споры в дормантном 
состоянии [22, 23]. Поэтому субтилозин и стал 
объектом нашего изучения. Технология синте-
за, выделения бактериоцина из культуральной 
жидкости продуцента и перевода его в препа-
ратную форму были ранее описаны [24].

Цель работы. Наработка представитель-
ного количества опытного препарата субти-
лозина и оценка его эффективности при вы-
ращивании бройлеров.

Задачи: 
Получить опытный препарат субтилозина 

в сухом виде и в количестве, достаточном для 
проведения испытаний на цыплятах-бройлерах.

Определить наличие и уровень антими-
кробной активности препарата субтилозина 
для расчета доз при его разведении с кормом.

Организовать и провести испытания эф-
фективности субтилозина на фабрике по про-
мышленному выращиванию бройлеров.

Сравнить весовые и биологические пока-
зания для птиц из опытной и контрольной 
групп, сделать заключение об биологической 
и экономической эффективности препарата.

Материалы и методы. Биосинтез бак-
териоцина проводили методом глубинного 
культивированием штамма-продуцента B. 
subtilis П19 в ферментере 5У объемом 100 л 
(г. Кириши, Ленинградская обл.) в 60 л пита-
тельной среды на основе гидролизата рыбной 
муки с добавлением глицерина, дрожжевого 
экстракта и солей. Синтезированный бак-
териоцин концентрировали осаждением на 
клетках продуцента, что обеспечивает сни-
жение объемов переработки ферментатов [22, 
24]. Для этого культуральную жидкость (КЖ) 
сливали в стеклянные бутыли объемом 20 л 
и закисляли ее до рН 2,5-3,0 добавлением  по 
250 мл концентрированной соляной кислотой 
(по 250 мл на каждые 20 л КЖ). Через 16 ч 
эквилибрации происходило осветление КЖ 
с образованием рыхлого осадка клеточной 
массы. Надосадочную жидкость (декантат) 

аккуратно сливали, а осадок центрифугиро-
вали (Beckman Coulter J6-HC: 4000 об/мин, 
30 мин). Декантат и супернатант объединяли, 
инактивировали автоклавированием и слива-
ли в канализацию.

Бактериоцин содержащую биомассу ре-
суспендировали в растворе защитной среды 
(лактоза, 10%; полиглюкин, 1,5%), доводи-
ли раствора рН до 6,0-6,5 добавлением 10% 
раствора NaOH и далее обезвоживали с при-
менением технологии сублимационного вы-
сушивания. Для этого объект высушивания 
разливали в противни слоем 10-15 мм, замо-
раживали при температуре (-75 °С) в течение 
5 ч, помещали в сублимационную камеру 
установки Virtis BT-4k (США), вакуумирова-
ли и обезвоживали в течение 24 ч. Остаточ-
ную влажность определяли с помощью влаго-
метра MB-35 Halogen OHAUS (Швеция).

Лиофилизат для придания ему порошко-
образного состояния с целью последующего 
смешения с кормом измельчали на шаровой 
мельнице MTA KUTECZ (Венгрия) и собира-
ли в герметичную емкость.

Проверку образца лиофилизированно-
го бактериоцина на антимикробную актив-
ность проводили на тест-штамме Listeria 
monocytogenes 766. Для этого точную навеску 
бактериоцина (в мг) растворяли в физрас-
творе (мл) с pH 7,2 – маточнике, из которо-
го получали серию разведений с шагом 1:1. 
Разведения по 10 мкл наносили на поверх-
ность свежезасеянного тест-штаммом газона 
с ГРМ-агаром.  Чашки с пробами инкубиро-
вали при 30 °С в течение 24 ч и затем учиты-
вали предельное разведение препарата, кото-
рое подавляли рост тест-штамма. Активность 
выражали в арбитражных единицах (АЕ) на 
мл образца.  

Испытания эффективности опытного пре-
парата бактериоцина in-vivo проводили на 
площадке агрохолдинга ООО «Птицефабрика 
Акашевская» в Республике Марий-Эл в тече-
ние 38 дней. В эксперимент было взято 40 го-
лов цыплят-бройлеров кросса «Arbor Acres». 
Птиц в группы для проведения эксперимента 
подбирали по принципу аналогов – одина-
ковых по происхождению, возрасту, общему 
развитию. Птиц для эксперимента, индиви-
дуально взвешивали и распределяли методом 
случайной выборки. Посадка птиц была про-
изведена в клетки по 20 голов в каждую (кон-
трольная и опытная группы).  Условия содер-
жания (микроклимат, нагрузка на кормушки 
и поилки), корм соответствовали нормативам 
кросса «Arbor Acres» [25]. Цыплятам опыт-
ной группы добавляли бактериоцин c первого 
по 30 день включительно в количестве от 1 до 
2,5% от массы корма.

В ходе эксперимента проводили наблюде-
ние за состоянием бройлеров, проводили их 
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взвешивание, а по завершению эксперимента 
птиц забивали, вскрывали, отбирали пробы 
крови, кишечного содержимого на биохими-
ческие и микробиологические анализы.

Определение морфологических и биохи-
мических показателей крови цыплят-бройле-
ров, а также микробиологических анализов 
кишечных проб проводили в соответствии с 
общепринятыми методиками [26, 27]. Все ре-
зультаты исследований обрабатывали биоме-
трическими методами математической стати-
стики. Статистически достоверными считали 
различия при Р <0,05.

Результаты и обсуждение. Препарат для 
испытаний «СУБТИЛОЗИН П19» представ-
ляет собой сухую форму бактериоцина, адсо-

рбированного на собственных клетках штам-
ма-продуцента П19 B. subtilis. Лиофилизат 
после измельчения с остаточной влажностью 
4,5±0,3% помещен в герметичную емкость 
(Рис. 1а). Проверка образца препарата после 
регидратации (32 мг/мл) и центрифугирова-
ния (12000 об/мин, 10 мин) показала наличие 
в нем антимикробной активности на уровне 
12800 АЕ/мл (Рис. 1б). Если исходить из того, 
что в 1 мл раствора содержится 32 мг грубого 
бактериоцина с активностью 12800 АЕ, тогда 
в 1 мг будет 400 АЕ (Рис. 1б). Следователь-
но суммарная активность пробы препарата, 
представленного для испытаний (500 г), со-
ставила (400 х 500000) 200000000 АЕ. 

а б

Рисунок 1. Сухой бактериоцин, содержащий препарат (а), и его активность на тест-
штамме 766 Listeria monocytogenes (б)

Таблица 1 
Экспериментально рассчитанные количества бактериоцина, исходя из суточных 

норм потребления корма бройлерами в различные возрастные периоды 

Возраст 
бройлеров, 

дни

Нормы 
корма, г/

сутки

Корм для 20 цыплят, г Количество вводимого в корм 
препарата бактериоцина на всю 

возрастную группу
в день

на все дни 
содержания 

возрастной группы В % В г
1-5 15 300 1500 (300х5*) 1,0 15
6-10 20 400 2000 (400х5*) 1,5 30
11-20 45 700 7000 (700х10*) 2,0 140
21-30 65 1300 13000 (1300х10*) 2,45 318
31-40 85 1700 17000 (1700х10*) 0 0

Всего: 500 г
(*) длительность возрастного периода в днях 
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Располагая 500 г препарата бактериоцина, 
данными по его активности и суточным нор-
мам потребления корма бройлерами в различ-
ные возрастные периоды [28] для опытной 
группы испытаний готовили следующие об-
разцы терапевтических премиксов (Табл. 1).

Результаты эксперимента по напольному 
содержанию бройлеров с применением бак-
териоцина (опыт) и без него (контроль) пред-
ставлены в таблицах 2-4. Динамика набора 
живой массы цыплят-бройлеров из опытной 
группы, как следует из данных таблицы 2, 
превысила от 4,2 до 7,3% показатели кон-
трольной группы.

В сыворотке крови цыплят опытной груп-
пы выявили достоверно значимое увеличение 
общего белка, альбумина и альбумино-глобу-
линового соотношения, но концентрация гло-
булина не отличалась от данных в контроль-

ной группе (Табл. 3).
В крови цыплят-бройлеров опытной груп-

пы по сравнению с контрольной происходило 
увеличение уровня гемоглобина, количества 
эритроцитов, а концентрация лейкоцитов не 
изменилась (Табл. 4).

Из внутренних органов двух павших птиц 
контрольной группы выделили Escherichia 
coli, Salmonella  species, L. monocytogenes, 
Streptococcus species  , Pasteurella multocida  , 
Aerococcus viridae, Pseudomonas mirabilis, P. 
vulgaris  и P. aeruginosa. В то же время в ми-
крофлоре внутренних органов павшей птицы 
опытной группы отсутствовали листерии, 
стрептококки, а из псевдомонад - P. mirabilis 
и P. vulgaris.  

Результаты оценки экономической эффек-
тивности применения бактериоцина приведе-
ны в таблице 5.

Таблица 2 

Динамика роста живой массы цыплят-бройлеров в сравнительном  
эксперименте 

Возраст птицы, 
недели

Группа и весовые показатели цыплят, г (M±m) Превышение в 
опыте, %В контроле (n=20) В опыте (n=20)

1 135, 9±2,0 143,7±3,3 5,4
2 365,7±5,1 381,7±6,7 4,2
3 697,3±6,9 729,3±6,5* 4,4
4 1068,1±7,9 1129,6±8,8* 5,5
5 1468,7±8,2 1583,7±9,5* 7,3
6 1908,7±11,0 2023,4±11,7* 5,7

(*) достоверные отличия

Таблица 3
 Исследование влияния бактериоцина на биохимические показатели сыворотки  

крови цыплят-бройлеров (M±m)

Биохимические показатели Группа и значения показателей, г/л (M±m)
В контроле (n=20) В опыте (n=20)

Общий белок 39,8± 1,1 42,3 ± 1,2*
Альбумин (А) 15,9± 1,7 17,9 ± 1,1*
Глобулин (Г) 23,9± 1,3 24,4 ± 1,6

Соотношение А/Г 0,66± 0,08 0,73 ± 0,11*
(*) достоверные отличия

Таблица 4
Влияние бактериоцина на гематологические показатели цыплят-бройлеров

Гематологические 
показатели

Группа и значения показателей (M±m)
В контроле (n=20) В опыте (n=20)

гемоглобин, г/л 64,3±1,3 72,8±0,8 *
эритроциты 1012 /л 1,69±0,18 2,18±0,09 *
лейкоциты, 109/л 23,7±0,73 22,9±0,9

(*) достоверные отличия
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Таблица 5
Экономическая эффективность применения бактериоцина субтилозина

Показатели эффективности Группа и значения показателей
В контроле В опыте

Количество птиц 20 20
Сохранность, % 90 95

Прирост живой массы, кг 34,7 36,5
Стоимость прироста живой массы по закупочным 

ценам (83 руб./кг) 2880,1 3029,5

Потребность в комбикорме по группе, кг 84,6 83,3
Затраты, руб. 1950 2010

Себестоимость 1 кг прироста живой 
массы, руб. 56,2 55,1

Прибыль, руб. 930,1 1019,5
Рентабельность, % 47,6 50,7

Заключение. Таким образом, полученные 
результаты свидетельствуют о том, что бакте-
риоцин субтилозин П19 не оказывает негатив-
ного влияния на организм цыплят-бройлеров. 
При этом морфологические и биохимические 
показатели крови птицы опытной группы со-
ответствовали физиологической норме [25]. 
Одновременно анализ результатов указывает 
на улучшение обменных процессов в организ-
ме цыплят, получавших препарат бактериоци-
на, что подтверждается увеличением их живой 
массы относительно контрольной группы, а 
также их лучшей сохранности (Табл. 5). По-
лученные результаты не противоречат данным 
литературы о пользе пробиотиков, метабиоти-
ков и других добавок микробного происхож-
дения, включая бактериоцины и BLIS, при 
кормлении бройлерной птицы [8, 10, 15-19, 
29]. В отличие от антибиотиков бактериоци-
ны обладают узким спектром антимикробного 
действия, направленным, в основном, на па-

тогены грамположительной природы, что мы 
и наблюдали по некоторому различию в ми-
крофлоре внутренних органов контрольной и 
опытной групп бройлеров. Что же касается ко-
личества добавляемых в корм бактериоцинов 
на этот вопрос в профильной литературе пока 
нет четкого ответа. Основная причина кроется 
в разнообразии бактериоцинов и отсутствии 
достаточно отработанной практики получе-
ния стандартных препаратов этой категории. 
Поэтому в наших исследований мы исходили 
из имеющегося в наличии бактериоцина и его 
активности. Подсчет экономических показа-
телей применения опытного препарата бакте-
риоцина показал, что уровень рентабельности 
в опытной группе выше, чем в контроле. При 
этом наблюдалась тенденция к уменьшению 
потребности в комбикорме цыплятами опыт-
ной группы, что приводит к снижению общей 
конверсии корма. 
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