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РЕФЕРАТ 

Дана кваліфікаційна робота присвячена результатам дослідження щодо 

розробки біотехнології бактеріальної закваски для силосування кукурудзи, 

яка включає наступні етапи: встановлення ефективної дво- або 

трьохштамової композиції на основі гетероферментативного штаму 

Lactobacillus buchneri 3806 з додаванням інших представників 

молочнокислих бактерій, яким властиві альтернативні типи метаболізму; 

оптимізація умов культивування новоствореної бактеріальної композиції; 

підбір кріопротекторів для ліофілізації цієї композиції. 

В ході проведених експериментів було встановлено найбільш 

ефективну бактеріальну композицію, наступного складу: L. buchneri 3806, 

Enterococcus faecium С-8-12, L. plantarum 3216. 

Ефективність отриманої композиції було перевірено шляхом 

лабораторного силосування кукурудзи. Випробування препарату на основі 

обраної бактеріальної композиції показало покращення якості готового 

силосу порівняно з необробленим контрольним та обробленим лише 

монокультурою L. buchneri 3806, а саме: було відмічено зменшення втрат 

сухих речовин на 2,21% та 2,04% відповідно, зниження pH силосу до 4,22 за 

рахунок збільшення вмісту молочної кислоти, та підвищення аеробної 

стійкості силосу – 341 год. проти 57 год. контрольного зразка, та 313 год. у 

разі використання монокультури.  

За використання центрально-композиційного плану, створення 

поверхні відгуку та методів статистичного аналізу для одержаної 

бактеріальної композиції було оптимізовано поживне середовище наступного 

складу, г/л: основа (гідролізоване молоко з додаванням таких солей: калій 

фосфорнокислий однозаміщений – 2 г/л; марганець сірчанокислий 5-водний 

– 0,05 г/л; магній сірчанокислий 7-водний – 0,2 г/л, твін-80 – 1,0); глюкоза – 

19,7; дріжджовий екстракт – 7,8; кукурудзяний екстракт – 23,6; пептон – 9,1; 

цитрат натрію – 6,6; ацетат натрію – 3,4. Культивування бактеріальної 

композиції на оптимізованому середовищі дало змогу отримати 
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максимальний вихід біомаси – 13,2±0,1 г/л, що майже вдвічі більше ніж 

аналогічний показний одержаний на середовищі МРС – 7,3±0,1 г/л.  Також 

було встановлено оптимальні технологічні параметри культивування 

бактеріальної композиції, а саме найкращий ріст спостерігався за 

температури 36,4±0.4°С за постійної підтримки значення pH в 

культуральному середовищі на рівні 6.5±0.1 од. Крім того, було підібрано 

оптимальний склад захисного середовища, що містить цитрат натрію, 

сахарозу і агар, та забезпечує ступінь виживання молочнокислих бактерій 

98,4% після ліофілізації.  

Кваліфікаційна робота складається зі вступу, п’яти розділів, висновків, 

списку використаної літератури з 128 найменувань, та 3 додатків. Загальний 

обcяг роботи – 86 сторінок, містить 34 таблиці та 8 рисунків. 

Ключові слова: силос, комбінований бактеріальний препарат, 

Lactobacillus buchneri, оптимізація, центрально-композиційний план, 

поживне середовище, технологічні параметри, захисне середовище, 

молочнокислі бактерії. 
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ВСТУП 

Практика використання біопрепаратів для збереження рослинних 

кормів має численну кількість прикладів, що свідчать про велику розбіжність 

у принципах вибору їх ефективного складу в залежності від умов їх 

застосування. Різноманіття сировини та її хімічного складу є найголовнішою 

причиною великої кількості варіацій біопрепаратів, що використовують в 

своєму складі культури з різним типом метаболізму задля забезпечення 

необхідного ефекту. Накопичення досвіду та знань в області силосних 

біопрепаратів дозволило використовувати особливості силосної мікробіоти 

не лише для консервування силосу, а і для покращення його хімічного складу 

та органолептичних властивостей. Проте, серед наявних досліджень 

більшість зосереджено на використанні монокультурних препаратів для 

досягнення конкретного ефекту [1, 2]. Частина авторів описує переваги 

використання гомоферментативних молочнокислих бактерій [3, 4], тоді як 

інша досліджує ефекти менш популярних для силосних препаратів 

представників гетероферментативного типу бродіння. Нині існує недостатня 

кількість експериментальних даних, що стосувалася б практики поєднання 

декількох різних типів бродіння у комбіновані заквашувальні препарати в 

залежності від обраної сировини. Цей підхід дозволяє використовувати 

переваги декількох метаболізмів, внаслідок чого є можливим значно 

зменшити їх окремі негативні прояви [5]. Більшість наявних досліджень 

стосуються лише кінцевих характеристик силосів, які одержані з 

використанням комерційних бактеріальних препаратів [6, 7].  

Зокрема, для кукурудзи до складу таких препаратів входять різні 

варіації мікробіоти, серед яких найбільш поширені представники видів 

Lactobacillus buchneri, L. plantarum, L. brevis, L. casei, Enterococcus faecium, 

Pediococcus pentosaceus, та інші [8, 9]. Проте, дослідження показують, що 
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комбіновані препарати навіть з вдало підібраним складом, не завжди здатні 

проявити свої властивості в природніх умовах. Внесені культури мають бути 

адаптовані до сировини, що дозволить їм проявити домінування серед 

мікробіоти силосу. Це може бути досягнуте використанням штамів виділених 

з силосу природнього бродіння високої якості. Така нативна силосна 

мікробіота характеризується високою швидкістю росту, високою 

продуктивністю накопичення органічних кислот та антимікробних сполук 

[10, 11]. Окрім того, на природню адаптацію впливає і розвиток ферментних 

систем біологічних агентів, які формуються на етапах одержання 

бактеріальної біомаси залежно від джерел поживних речовин [12]. Так, є 

повідомлення, що для збільшення приросту біомаси молочнокислих бактерій, 

замість/в поєднанні з дріжджовим та м'ясним екстрактом можуть бути 

використані недорогі альтернативи, такі як, наприклад - кукурудзяний 

екстракт. Це може бути застосовано для вирощування бактеріальних культур, 

які в подальшому будуть використані для силосування кукурудзи [13, 14]. 

Саме тому, актуальним є вибір вдалого складу комбінованого 

біопрепарату для силосування, а також підбір оптимального складу 

поживного середовища, що має бути спорідненим з хімічним складом 

цільової сировини і забезпечує одержання високого рівню біомаси 

біологічних агентів, та забезпечення оптимальних технологічних параметрів 

для їх культивування. 

В наших попередніх дослідженнях було виділено та відібрано з 

кукурудзяного силосу штами L.buchneri 3806 та L.plantarum 3796. З них для 

силосування було досліджено гетероферментативний штам L.buchneri 3806, 

що володів високою стійкістю до навколишніх умов та гарними 

антагоністичними властивостями. Цей штам було оцінено як перспективний 

для створення на його основі нового біопрепарату для силосування. 

Відповідно метою дослідження було створити перспективну  бактеріальну 

композицію на основі штаму L.buchneri 3806 та оптимізувати умови її 

культивування та ліофілізації для одержання готової форми препарату. 
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РОЗДІЛ 1. ЕФЕКТИВНІСТЬ ВИКОРИСТАННЯ КОМБІНОВАНИХ 

ПРЕПАРАТІВ У СИЛОСУВАННІ 

1.1 . Передумови вибору складу біопрепарату 

Практика використання біопрепаратів для збереження рослинних 

кормів має численну кількість прикладів, що свідчать про велику розбіжність 

у принципах вибору їх ефективного складу в залежності від умов їх 

застосування [15]. Проте, важливим є не тільки обрані компоненти, а і те 

наскільки вони адаптовані до умов одержання силосування. Саме від того, 

наскільки мікроорганізми здатні проявляти свої функції в різних умовах 

залежить ефективність технології. До таких умов можна віднести властивості 

рослинної сировини – хімічний склад, вологість, та конкуруюча епіфітна 

мікробіота. Саме тому, різноманіття сировини та її хімічного складу є 

найголовнішою причиною великої кількості варіацій силосувальних 

препаратів, що використовують в своєму складі переваги різних типів 

метаболізму присутніх культур для забезпечення необхідного ефекту [16].  

1.1.1. Вибір сировини 

Відомо, що основною групою мікроорганізмів, що використовуються 

молочнокислі бактерії. Серед складових сировини, основними ростовими 

субстратами для них є природні цукри що містяться в клітинному соку 

рослин – переважно глюкоза та фруктоза. Від доступності та вмісту цих 

вуглеводів, головним чином, залежить потенціал їх зброджування до 

органічних кислот. Зокрема, внаслідок вироблення молочної кислоти, в 

силосі збільшується концентрація іонів водню до рівня, при якому небажана 

мікробіота (в основному гнилісні та маслянокислі бактерії) гальмується в 

розвитку [15]. Критичний pH при якому пригнічуються ріст основних 

представників, що псують силос, а саме бактерій роду Clostridium та 

Enterococcus залежить від вмісту вологи та температури. Чим нижча 
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вологість, тим більш критичним є вплив pH. Для анаеробної стабільності 

силосу при вмісті сухих речовин 150, 250, 350 та 450 г/кг рослинної сировини 

необхідний рівень pH для забезпечення стабільності процесу становить 4,10, 

4,35, 4,60 і 4,85 відповідно [17]. Проте, чим більший вміст сухих речовин в 

силосній сировині тим більша ймовірність зараження силосу дріжджами і 

грибами, для яких молочна кислота і низький рівень pH не мають такого ж 

пригнічуючого впливу як на бактеріальну мікробіоту силосу [15]. Тож вибір 

профілю бродильної мікрофлори в біопрепаратах, перш за все обирається 

зважаючи на характеристику рослин, що піддаються силосуванню. 

1.1.2. Вплив типу рослинної сировини на якість силосування 

Кукурудза 

Вибір рослинної сировини для різних регіонів, перш за все, залежить 

від доступності різних типів рослин. Зокрема силос з кукурудзи є основним 

кормом у Європі та Північній Америці [18]. Склад мікробної спільноти в 

такому силосі детально описали Tennant з командою [19]. Згідно проведеного 

ними метагеномного дослідження, основна мікробіота кукурудзяного силосу 

представлена видами роду Lactobacillus. На їхню долю припадає 24% складу 

мікробіоти силосу. Через те, що представники цього роду є домінуючими в 

силосі і виступають як основна мікробіота, діяльність якої напрямлена на 

підвищення якості силосу, їх використовують в препаратах для силосування. 

Окрім лактобацил широко використовуються і представники роду 

Propionibacterium, які кількісно займають 3% від загальної кількості 

мікробіоти силосу [19]. 

Поживна цінність кукурудзяного силосу залежить від гібриду, 

щільності врожаю, умов вирощування, ступеня зрілості та вологості врожаю 

при збиранні [20]. Серед рослинних культур, що використовуються для 

силосування, кукурудза різко відрізняється, за найвищим серед них, вмістом 

розчинних вуглеводів ( 280–510 г/кг сухих речовин [21] ). Фізичні 

характеристики, такі як середній розмір частинок і щільність, безпосередньо 

пов'язані з типом бродіння та його поширенням в силосі, а аеробна стійкість є 
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головним фактором, який визначатиме якість корму. Виробництво силосу, з 

низькою щільністю, через великий середній розмір частинок, сприяє  

споживанню розчинних вуглеводів за низького виробництва органічних 

кислот та високого кінцевого рН. А також, це призводить до підвищення 

пористості та інфільтрації повітря через силос, що призводить до розвитку 

аеробних мікроорганізмів, що спричиняють зігрівання [22].  

В огляді Kung [16], показано, що значення pH для кукурудзяного 

силосу варіюється в межах від 3.9 од. до 5.4 од., при чому, простежується 

закономірність збільшення цих значень за відповідного збільшення вмісту 

сухих речовин в зразках кукурудзяного силосу від 25 до 80% (рис.1.1). Для 

одержання якісного силосу рівень pH має бути меншим за значення - 4,2 од., 

саме тому, з кукурудзи, яка містить більше ніж 50 % сухих речовин, не може 

утворитися якісний силос.  

Рис. 1.1 Залежність значень pH готового кукурудзяного силосу залежно від 

вмісту сухих речовин (СР) [16]. 

Що ж стосується інших параметрів, то вміст органічних кислот також є 

меншим при більших значеннях концентрації сухих речовин. Ці данні 

наведені на рис. 1.2. 
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Рис. 1.2. Залежність концентрації органічних кислот в готовому 

кукурудзяному силосі від вмісту сухих речовин (СР)  [16]. 

Проте, повідомляється [16], що попри гарне силосування сировини, зі 

зниженням вологості, за доступу повітря збільшується ймовірність 

небажаного розвитку дріжджів, оскільки одержаний силос має більш пористу 

структуру та менше співвідношення вмісту органічних кислот з 

протигрибковою активністю (таких як оцтова кислота) до загального вмісту 

сухих речовин (рис 1.2.). 

Люцерна 

Люцерна - це кормова культура, багата білками. Однак з неї складно 

одержати силос гарної якості через низький вміст вуглеводів, що 

зброджуються (4-20 г/кг сухих речовин [23]), високу буферну здатність та 

трубчасте порожнисте стебло, що гальмує повне видалення повітря під час 

силування [22].  
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Сорго 

Для посушливих та напівсухих кліматичних регіонів є важливим 

кормове сорго, що добре адаптується до навколишнього середовища з 

обмеженими опадами, високими температурами та низькою родючістю 

ґрунту. Кормове сорго використовує воду набагато ефективніше, ніж 

кукурудза, має більш високий вихід біомаси під час впливу посухи і все одно 

дає прийнятний урожай силосу [24]. Вміст розчинних вуглеводів для 

солодкого кормового сорго складає 180-250 г/кг сухих [23], а для зернового – 

56-132 г/кг сухих речовин [23].  

Райграс 

Наступною по популярності сировиною є райграс. Використання 

райграсу для силосування здійснюється в переважній більшості 

Європейських країн, та в північній частині Африки. Вміст розчинних 

вуглеводів в залежності від умов вирощування дуже неоднорідний і варіює в 

межах 5-220 г/кг [23]. 

Трава 

Трави теплої пори року, наприклад слонова трава, мають низькі 

концентрації розчинних вуглеводів та високу буферну здатність. Як 

результат – процес бродіння відбувається малоефективно, що знижує 

ймовірність одержання високоякісного силосу [25].   

Узагальнені данні по важливим показникам хімічного складу зеленої 

маси частини різної рослинної сировини наведено в табл. 1.1 

Таблиця 1.1 

Усереднений хімічний склад різної рослинної сировини 

Рослинна сировина *СР, % рослинної маси 
Склад сухих речовин, % 

Джерело 
*СП *СК *ВВ 

Кукурудза 30 8 24 18 [26, 27] 

Люцерна 26 15 27 6 [26, 27] 

Сорго цукрове 34 7 21 35 [28, 29] 

Райграс 26 9 25 12,9 [30, 31] 

Овес 22 10 27 18,3 [30, 31] 

Конюшина 21 15 23 8 [26, 27] 
*Примітка: СР-сухі речовини, СП-сирий протеїн, СК-сира клітковина, ВВ-водорозчинні 

вуглеводи. 
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Особливості використання тої чи іншої сировини, все більше 

обумовлює наданню переваг в створення комбінованих біопрепаратів 

розроблених і пристосованих під певний вид сировини.  

Зважаючи на регіони вирощування, вміст водорозчинних вуглеводів, 

буферну здатність та кормову цінність можна зробити висновок, що 

найбільш універсальною сировиною для силосування є кукурудза. Це в свою 

чергу спрямовує ринок силосних біопрепаратів на їх застосування для 

одержання високоякісного кукурудзяного силосу. Головною вимогою для 

його одержання є використання сировини з вмістом сухих речовин в 

діапазоні від 20 до 45 %. 

1.1.3. Підходи до вибору складу комбінованих біопрепаратів 

В розробці комбінованих препаратів для силосування можна виділити 

два підходи. Перший полягає у використанні бактерій разом з 

амілолітичними ферментами. Другий підхід у використанні двох чи більше 

бактеріальних культур, скомбінованих в залежності від бажаного профілю 

бродіння та представлених найчастіше молочнокислими бактеріями.  

Бактеріально-ферментні біопрепарати. 

Цей підхід має на меті розщеплення складних полімерних вуглеводів, 

таких як целюлоза, геміцелюлоза, лігнін на мономерні складові завдяки 

каталізу амілолітичних ферментів, внаслідок чого спостерігається 

підвищення доступності субстрату для бродіння бактеріальною складовою 

препарату. В Україні препаратом такого типу є «Літосил-плюс», до складу 

якого входять культури Streptococcus faecium, Lactobacillus salivarius та 

L. casei, а також ферментний комплекс (целюлоза, пектиназа, бета-глюканаза, 

ксиланазу). В дослідженнях Сироватко [32] і Курнаєва [33]  цей препарат за 

застосування на силосі люцерни показав свою ефективність в збереженні 

сухих речовин та протеїну за одночасного зниження вмісту клітковини, та 

покращеного співвідношення органічних кислот. Серед закордонних 

препаратів можна знайти наступні: Lactacel L що містить L. plantarum C 

KKP/788/p, L. plantarum K KKP/593/p, L. brevis KKP 839, L. buchnerii 
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KKP/907/p та комплекс кормових ферментів (переважно глюкоамілазу), 

Feedtech F18 (L. plantarum (NCIB 30083, 30084), Pediococcus acidilactici 

(NCIB 30085, 30086), целюлаза), Josilac (L. plantarum (DSM № 11672), 

P. acidilactici (DSM № 11673), целюлаза), які теж показують гарні результати 

в якості силосу [34, 35]. 

Комбіновані бактеріальні біопрепарати 

Дослідження комбінованих препаратів першого типу почалося з роботи 

Нідерландських вчених - Driehuis зі співавт. [36], в якому повідомляється, що 

внаслідок використання комбінації гомоферментативних культур Pediococcus 

pentosaceus і Lactobacillus plantarum з гетероферментативною культурою 

L. buchneri, порівняно з окремим застосуванням збільшується аеробна 

стабільність силосу, вміст молочної кислоти, та значно зменшується pH і 

втрати сухих речовин. Основною перевагою даного підходу є збалансована 

якість готового силосу і тривалий його захист навіть після відкриття силосу. 

На Україні, як і за кордоном всі препарати є гетерогенними за складом і 

властивостями. Наявна велика кількість досліджень присвячених 

дослідженню якості силосу, отриманих з застосуванням комбінованих 

бактеріальних препаратів, проте їх ефективність постійно доповнюється 

новими даними [34, 35, 37, 38]. 

1.2. Механізми консервувальної дії бактеріальних культур в 

процесі силосування. 

Силосувальна мікробіота представлена різними типами бродильного 

метаболізму. Зокрема, за анаеробних умов в цій мікробній спільноті 

переважають процеси молочнокислого та пропіоновокислого бродіння. 

Метаболіти, що утворюються мають сильно виражену антибактеріальну та 

антигрибкову активність, що забезпечують консервувальну дію закритого 

силосу. За використання комбінованих бактеріальних препаратів в 

силосуванні як і для природного процесу характерним є взаємодія  

бактеріальних культур в сировині, що і визначає її кінцеву якість. Для опису 

цієї взаємодії спочатку необхідно розуміти основні властивості різних 



16 

представників окремо. В залежності від профілю бродіння бактерії, що 

використовуються поділяють на молочнокислих бактерій, з облігатно 

гомоферментативним, облігатно або факультативно гетероферментативним 

типом бродильного метаболізму та пропіоновокислих бактерій. 

Гомоферментативні молочнокислі бактерії 

Довгий час до того, як було встановлено різницю в метаболізмі між 

групами облігатно гомоферментативних та факультативно 

гетероферментативних молочнокислих бактерій їх об’єднували просто під 

назвою гомоферментативних [39]. Найбільше описані, та найчастіше 

використовуються лише декілька їх представників - Lactobacillus plantarum, 

L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus , Enterococcus faecium, P. acidilactici, P. 

pentacaceus. Всі перечисленні представники характеризуються як найкращі 

кислотоутворювачі. Це пояснюється швидким продукуванням переважно 

одного метаболіту в навколишнє середовище, а саме молочної кислоти. В 

умовах конкуренції за легкодоступні вуглеводи в гетерогенній спільноті 

силосу, збільшення вмісту молочної кислоти спричиняє зниження pH 

середовища, що дає перевагу в домінуванні гомоферментативних бактерій. 

Проте, за постійного зниження pH, активність домінуючих бактерій також 

поступово знижується, і за значень близько 4,0-4,2 од. ферментативні реакції 

зупиняються. Однак в межах своєї групи, ці представники різняться і за 

швидкістю росту – Enterococcus > Pediococcus > Lactobacillus. Крім того, 

педіококи мають ширший діапазон оптимальної температури та pH росту 

(мають кращу адаптивну активність за нижчих температур) [40]. 

Окрім консервуючого впливу молочної кислоти, гомоферментативні 

бактерії мають ряд інших метаболітів, які проявляють антагонізм проти 

небажаної мікрофлори. Зокрема, останнім часом дослідники знаходять 

активні штами-продуцентів бактеріоцинів. Починаючи з 2000 року з різної 

сировини виділялися штами L. plantarum з здатністю до синтезу 

антигрибкових речовин. Першими в своїй роботі Lavermicocca та співавтори 

[41] виявили в хлібній заквасці штам L. plantarum 21B з високою 
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антигрибковою активністю. Зокрема, при сумісному культивуванні штам 

успішно інгібував багатьох представників грибів родів Eurotium, Penicillium, 

Endomyces, Aspergillus, Monilia та Fusarium. При хімічному аналізі 

культуральної рідини було виявлено високу концентрацію феніллактату. В 

наступному дослідженні Strom з колегами [42], з трав’яного силосу виділили 

та ізолювали штам L. plantarum MiLAB 393. Характерним для цього штаму є 

синтез окрім 3-феніллактату, циклічних дипептидів з антигрибковою 

активністю, таких як цикло(L-фенілаланін–L-пролін) та цикло(L-

фенілаланін-транс-4-OH–L-пролін). Найбільша чутливість до цих сполук 

була у грибів Fusarium sporotrichioides, Aspergillus fumigatus і дріжджів 

Kluyveromyces marxianus. З досліджень Dieuleveux та співавт. [43-45] можна 

оцінити і антибактеріальну активність 3-феніллактату, зокрема в ньому 

показано інгібування ряду як грампозитивних бактерій – Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcuss faecalis, Bacillus cereus, 

так і грамнегативних, таких як Salmonella enterica, Escherichia coli, 

Providencia stuartii, Klebsiella oxytoca. 

Наявність подібних сполук є важливим в забезпеченні активної 

боротьби з сторонньою мікробіотою як в анаеробних так і в аеробних умовах, 

проте знайти і виділити з природніх умов штами зі здатністю продукувати 

бактеріоцини в достатніх концентраціях дуже складно. Тому деякі 

дослідження [46, 47] повідомляють про зниження аеробної стійкості за 

використання гомоферментативних молочнокислих бактерій. Вчені 

пов’язують цей ефект з малими концентраціями оцтової кислоти, яка є 

сильним антигрибковим агентом, та високими концентраціями молочної 

кислоти, яка в аеробних умовах є гарним ростовим субстратом для дріжджів.  

Окрім того, є значний іноземний досвід по трансформації 

гомоферментативних бактерій векторами з генами кодуючими 

целюлозолітичні ферменти. Використання таких генетично модифікованих 

штамів має на меті розкладання кислотно- та нейтрально детергентної 

клітковини (КДК та НДК). Прикладом є дослідження Ozkose з співавт. [48], 
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де було трансформовано рекомбінантними плазмідами з генами целюлаз 

штами Lactococcus lactis IL403 та MG1363. В результаті використання цих 

штамів вплинуло на зменшення КДК та НДК на 4,8 та 9,7 % відповідно.  

Легкодоступні вуглеводи в силосі використовуються 

гомоферментативними бактеріями для їх росту та переважно для конверсії в 

молочну кислоту, попри те, значного споживання не спостерігається. Окрім 

того, використання такого типу бактерій в препаратах для силосування 

забезпечує зниження деградації білків в сировині. 

Гетероферментативні молочнокислі бактерії 

Наступна група молочнокислих бактерій представлена облігатно 

гетероферментативними бактеріями. В літературі серед представників цієї 

групи переважно можна знайти L. buchneri, дещо рідше L. brevis, L. 

diolivorans, L. hilgardii, L. kefiri, L. parafarraginis. Відмінність облігатно- від 

факультативно-гетероферментативних в тому, що оцтова кислота 

утворюється не лише в фосфокетолазному шляху, а і при додатковому 

окисненні лактату в анаеробних умовах. Додатково лактат окислюється до 

1,2-пропандіолу. До подальшого перетворення 1,2-пропандіолу здатні види 

L. diolivorans та L. reuteri, зокрема, перший метаболізує його до 1-пропанолу 

та пропіонової кислоти, а другий до пропіональдегіду та пропіонової кислоти 

[49]. Всі наведені вище сполуки включаючи оцтову кислоту та 1,2-

пропандіол володіють широким спектром бактерицидної та фунгіцидної 

активності. Використанням цієї особливості характеризується застосування 

гетероферментативних видів для підвищення стійкості до погіршення силосу 

в аеробних умовах. Найкраще описано вплив гетероферментативного 

метаболізму на бродіння сировини на прикладі L. buchneri в мета-аналізі 

проведеного вченими Kleinschmit і Kung [50]. В цьому дослідженні 

аналізувалися 43 експерименти з цією культурою в силосі з кукурудзи та 

трави. Одержані результати показали, що обробка L. buchneri в порівнянні з 

необробленим кукурудзяним силосом призводить до підвищення pH, за 

рахунок зміни співвідношення молочної та оцтової кислот з 3:1 в 
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необробленому силосі до близько 2,3:1 та 1,3:1 для низької та високої дози 

інокуляції відповідно. Щодо трав’яного силосу, то співвідношення від 5,3:1 

для необробленого силосу знизилося до 0,8:1 та 0,6:1 для тих самих доз. 

Щодо споживання водорозчинних вуглеводів, то для кукурудзяного силосу їх 

вміст в необробленому силосі, та обробленому низькою і високою дозою 

L. buchneri в середньому зменшується на 3,8 та 14,8 % відповідно. Для силосу 

з трав ці втрати є більшими, і становлять 34,6 та 53,8 %. Такі втрати 

пояснюються окрім продукування молочної кислоти додатково оцтової, 1,2-

пропандіолу та виділення значної кількості CO2. Проте, попри втрати за 

анаеробних умов, в цьому дослідженні встановлено, що інокуляція 

L. buchneri значно зменшує вміст дріжджів та тим самим підвищує аеробну 

стійкість силосу. Було встановлено що значення аеробної стійкості 

інокульованого кукурудзяного силосу зросло порівняно з необробленим від 

25 до 503 год, а для трав’яного – з 206 до 245 год. Ці результати знову 

підтверджують думку, що для кожної сировини необхідно підбирати свій 

оптимальний склад препаратів для силосування та дози складових, які не 

будуть зменшувати поживну цінність певного силосу. 

Крім покращеної аеробної стійкості, деякі штами L. buchneri здатні 

виробляти естеразу ферулової кислоти в силосі з потенціалом підвищення 

засвоюваності лігніну [51]. Однак результати досліджень в цій області [52-

55] є далеко не однозначними, в них показано, що залежність здатності 

продукувати естеразу від умов є непередбачуваною. 

Як і гомоферментативні лактобацили, гетероферментативні види також 

знатні до синтезу бактеріоцинів. Так є декілька досліджень в яких L. hilgardii 

L. diolivorans здатні до синтезу пептидів з протигрибковою активністю. 

Згідно дослідження Valerio з співавт [56]. L. hilgardii здатен до синтезу 

фенілактату та 4-гідроксифенілактату. 

Варто додати, що через невисоку швидкість росту та кислотоутворення 

гетероферментативні види молочнокислих бактерій в силосі найкраще 

проявляють себе за умов, коли активність всієї мікробіоти, включаючи 
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гомоферментативних молочнокислих бактерій знижується, адже за рахунок 

свого метаболізму гетероферментативні лактобацили мають механізми 

стійкості до високої кислотності в анаеробних умовах, а саме – розкладання 

механізм утворення з молочної кислоти - оцтової. 

Пропіоновокислі бактерії 

Для покращення стійкості до аеробної деградації силосу 

використовуються і види Propionibacterium. Як і в випадку багатьма видами 

гетероферментативних молочнокислих бактерій, механізм захисту 

пропіоновокислих бактерій полягає в синтезі пропіонової та оцтової кислот. 

Представники цього роду здатні ферментувати глюкозу та лактат [57]. Проте 

для них порівняно з лактобактеріями пропіонова кислота є основним 

метаболітом, саме тому їх використовують замість додавання екзогенної 

пропіонової кислоти [58]. Найпоширенішими представниками що 

застосовувалися є P. acidipropionici та P. shermanii. Зазначається [15], що 

пропіоновокислі бактерії погано переносять кислотні умови і мають 

повільний ріст. Згідно з цим, очікувати ефект від їх додавання можна лише 

на перших стадіях, коли pH силосу тільки починає спадати, і пропіонова 

кислота необхідна для ефективної боротьби з дріжджовими та пліснявими 

формами, до того часу, поки не встановляться повністю анаеробні умови.  

1.3. Вплив комбінованих біопрепаратів на якість готового силосу. 

Комбінованим препаратам для силосування рослинної сировини 

присвячено багато досліджень, що мають різні підходи до вибору складу 

препаратів. Першочергово, як було згадано в попередніх пунктах, на 

використання тої чи іншої складової впливає сировина, що піддається 

ферментації, та її хімічні особливості. Найбільше поширеним вибором є 

використання диких ізольованих культур з місць природнього 

функціонування, зокрема із силосу спонтанного бродіння [59-63]. 

Для виявлення ефективних комбінацій бактеріальних культур необхідно 

оцінити профіль ферментації цих культур. Виходячи з проаналізованих 

досліджень за останні 5 років було розглянуто вплив на ферментацію 
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ефективних комбінованих інокулянтів. В цьому пункті розглядаються ефекти 

застосування 19 комбінованих препаратів на різній сировині (кукурудзі, 

траві, рисовій соломі, луговій траві, люцерні, цукровій тростині). Назви та 

склад препаратів наведені в табл. 1.2. Всі обрані препарати поєднували в собі 

декілька штамів різних родів, видів, з різними типами метаболізму. В деяких 

препаратах культури комбінувалися з дією целюлозолітичних ферментів.  

Таблиця 1.2 

Назви та склад комбінованих біопрепаратів для силосування 

№ Назва препарату Склад Джерело 

Препарати для силосування кукурудзи 

1 
PIONEER® 11CFT 

(P11CFT) 
L. casei 32909, L. buchneri LN 40177 [64] 

2 SILASIL ENERGY® (SE) 
L. plantarum NCIMB 30142, L. buchneri 

NCIMB 30141 
[58] 

3 
Biomin® BioStabil Mays 

(BBSM) 

L. plantarum DSM 19457, L. kefiri DSM 

19455, L. brevis DSM 23231 
[65] 

4 Сеносил (СС) 

L. lactis ssp. lactis biovar diacetilactis, 

Streptococcus thermophilus, L. acidophilus, 

L. plantarum, L. brevis, L. rhamnosus, L. 

paracasei ssp. paracasei, Propionibacterium 

shermanii subsp. shermanii 

[66] 

5 Litosil Plus (LP) 
S. faecium, L. salivarius, L. casei, целюлоза, 

пектиназа, бета-глюканаза, ксиланаза 
[67] 

6 PIONEER® 11C33 (P11C33) 
L. buchnerі LN4637, L. plantarum LP286, L. 

plantarum LPЗ29, E. faecium SF301 
[61, 68] 

7 Силакпро (СП) 

L plantarum, Enterococcus faecium, 

Pediococcus pentosaceus, Pr. freidenreichii 

subsp 

[69] 

Препарати для силосування люцерни 

8 Litosil Plus (LP) 
S. faecium, L. salivarius, L. casei, целюлоза, 

пектиназа, бета-глюканаза, ксиланаза 
[67] 

9 Силакпро (СП) 
L. plantarum, E. faecium, Pd. pentosaceus, 

Pr. freidenreichii subsp 
[69] 

Препарати для силосування трави 

10 
Biomin ® 

Stabil Plus (BSP) 

E. faecium BIO 34 (DSM 3530), L. brevis IFA 92 

(DSM 19456), L. plantarum IFA 96 (DSM 

19457) 
[70] 

11 
DeLaval® Feedtech F18 

(DFF18) 
L. plantarum (NCIB 30083, 30084), Pr. 

acidilactici (NCIB 30085, 30086), cellulase 
[64] 

12 Josera® Josilac (JJ) 
L. plantarum (DSM № 11672), Pr. acidilactici 

(DSM № 11673), cellulase 
[64] 

13 
DeLaval® Feedtech F22 

(DFF22) 

L. plantarum (LSI та L-256), Pr. acidilactici (P6 

та P11) Lactococcus. lactis (SR354 NCIMB 

30117), E. faecium(M74 NCIMB 11181), 

cellulase, sodium benzoate 

[64] 
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Закінчення табл. 1.2 

14 Lactosil (LCS) 
L. plantarum C KKP/788/p, L.plantarum K 

KKP/593/p, L. brevis KKP 839, L. buchneri 

KKP/907/p 
[71] 

15 Lactacel L (LCL) 

L. plantarum C KKP/788/p, L. plantarum K 
KKP/593/p, L. brevis KKP 839, L. buchnerii 

KKP/907/p, комплекс ферментів (альфа 
амілази) 

[65] 

16 Lactosil Plus (LCSP) 
L. plantarum C KKP/788/p, L. plantarum K 

KKP/593/p, L. buchneri KKP/907/p, комплекс 
ферментів 

[65] 

17 Lactosil Biogaz (LCSB) 
L. buchneri A KKP 2047p, L. reuteri M KKP 

2048p, L. diolivorans K KKP 2057p 
[65] 

Препарати для силосування цукрової тростини 
18 Kera SIL (KS) L. plantarum, P. acidipropionici [72] 

Препарати для силосування рисової соломи 
19 Немає (П1) L.  plantarum, L. casei та L. buchneri [73] 

Препарати для силосування пшениці 

19 Немає (П2) L. plantarum FG 1 та целюлаза [74] 

20 Немає (П3) L. casei Z3-1 та целюлоза [68] 

Препарати для силосування бобово-злакової сумішки 

21 Силакпро (СП) 
L. plantarum, E. faecium, Ped. pentosaceus, 

Pr. freidenreichii subsp 
[69] 

Основними показниками, якими виражають оцінку впливу 

біопрепаратів на якість одержаного силосу є вміст сухих речовин, рівень pH, 

співвідношення органічних кислот, та аеробна стійкість.  

Так, в табл. 1.3-1.9 наведені мета-данні по впливу різних біопрепаратів 

на параметри силосу з різної сировини.  

Аналіз впливу біопрепаратів на силос кукурудзи 

При використанні комбінованих препаратів на кукурудзі результати 

можуть бути досить неоднорідними, проте загальна тенденція досліджень 

вказує на підвищення якості силосу (табл.1.2). Найкраще збереження сухих 

речовин (СР) порівняно з необробленим препаратами контролем 

прослідковується при обробці препаратами LP, СП, P11CFT, BBSM [64, 65, 

67, 69]. Найбільш спірно в збереженні СР проявляє себе препарат P11C33, 

адже кінцеві значення мають велику розбіжність [61, 62]. Згідно досліджень 

недостатньо високі показники приросту вмісту СР досягаються за обробки 

препаратами SE та СС [58, 60]. Щодо зміни вмісту сирого протеїну, то серед 

всіх препаратів лише для силосів оброблених СС [60] та P11C33 (в одному з 
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досліджень [62]) вміст знижується, всі інші ж або зовсім не зазнають 

особливих змін. 

Рівень pH для всіх препаратів, окрім BBSM [59] та LP [61], відмічається 

на декілька десятих одиниць більші значення за контроль. Це пояснюється 

наявністю в усіх цих препаратах гетероферментативних бактерій. Винятком є 

лише СП [63], проте важко пояснити чому при гомоферментативному 

профілі бродіння, та вищому вмісті молочної кислоти ніж у контролі, активна 

кислотність все ж зросла. При порівнянні співвідношення органічних кислот, 

то найбільше зміщення рівноваги в сторону гомоферментативного бродіння 

було характерне для СП [63], та P11C33 [61, 62],  при 60-денному 

культивуванні, тоді як в сторону гетероферментативного для P11CFT [58], і 

SE [58] та для LP [61]. Данні що стосуються аеробної стійкості наявні не для 

всіх препаратів, проте серед знайдених найбільшу стійкість проявляє P11CFT 

[58] і SE [58], що становить >182 год., а також BBSM [59] – 219 год. 

Проаналізувавши інформацію наведену в табл. 1.3 можна підсумувати 

вищесказане, та виділити P11C33 як найбільш спірний препарат, що має 

різну ефективність в різних випробуваннях. Найбільш стабільний ефект для 

силосування кукурудзи проявляють препарати P11CFT та BBSM. 

Таблиця 1.3 

Вплив біопрепаратів на показники силосу кукурудзи 

№  Препарат* 
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В
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о
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о
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1 

Контроль 

60 - 

29,6 

- 

2,2 4,2 66,5 35,5 - 0,02 - 

LP 30,1 2,3 4,1 66,2 33,8 - 0 - 

P11C33 30,2 2,4 4,0 68,4 31,6 - 0 - 

2 
Контроль 

60 - 

35,0 

- 
8,2 3,5 76,8 23,2 - 0 - 

P11C33 30,5 7,0 3,7 79,2 20,9 - 0 - 
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Закінчення табл. 1.3 

3 
Контроль 

66 27,5 
26,5 

7,4 
6,9 3,8 62,1 37,8 - - - 

СП 26,8 7,2 4,1 76,8 23,2 - - - 

4 

Контроль 

90 36,1 

36,0 

8,2 

8,4 3,8 61,8 10,2 28,1 0 154 

P11CFT 36,8 8,3 4,2 31,3 50,6 18,1 0 >182 

SE 35,1 8,3 4,3 23,4 54,7 21,9 0 >182 

5 
Контроль 

90 35,5 
32,6 

10,1 
10,1 3,9 43,4 17 0,2 0,39 92 

BBSM 33,2 10,3 3,9 58,4 18,7 0,2 0,05 219 

6 
Контроль 

120 - 
34,5 

- 
8,5 4,1 62,5 25,5 - 0 - 

СС 27,8 7,9 3,9 66,5 32,5 - 0 - 

7 

Контроль 

210 - 

29,2 

- 

1,8 3,7 62,3 37,7 - 0,02 - 

LP 29,4 2,2 4,0 63,6 36,4 - 0 - 

P11C33 28,6 2,3 3,8 67,8 32,2 - 0 - 

8 
Контроль 

240 
- 

 

28,0 

- 
7,3 3,7 67,7 32,3 - 0 - 

P11C33 28,4 8,3 4,1 74,5 25,5 - 0 - 

*Примітка: Контроль – силосування без додавання препарату. Препарати: LP – Litosil Plus 

[67], P11C33 – PIONEER® 11C33 [61, 68], СП – Силакпро [69], SE – SILASIL ENERGY® [52], 

BBSM – Biomin® BioStabil Mays [65], СС – Сеносил [66], P11CFT - PIONEER® 11CFT [64]. 

Аналіз впливу біопрепаратів на силос люцерни 

Для силосу люцерни, найкраще справляється з силосуванням LP [61], 

навіть при умові високої вологості сировини, а саме понад 73,4%. Загалом 

для обох проаналізованих препаратів характерна гарна пропорція органічних 

кислот, зниження pH та збереження сухих речовин і протеїну порівняно з 

контролем (табл. 1.4) [61, 63]. Тому, підсумовуючи, LP і СП в схожій мірі 

покращують якість одержуваного силосу. 

Таблиця 1.4 

Вплив біопрепаратів на хімічні показники силосу люцерни 

№ Препарат* 

Т
р

и
в
ал

іс
ть

 

п
р

о
ц

ес
у

, 
д

іб
 Вміст СР, % Протеїн,% 
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о
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1 Контроль 
- 49,5 45,4 

20,6 
18,3 4,6 73,5 26,5 0 

LP 46,9 19,7 4,5 80,3 19,7 0 

2 Контроль - 26,6 15,7 
21,4 

12,1 6,3 49,2 36,2 14,6 

LP 18,1 19,2 4,6 78,9 21,1 0 

3 Контроль 66 65,5 67,9 
19,7 

18,3 4,7 62,4 37,6 - 

СП 69,3 19,1 4,5 70,4 29,6 - 

*Примітка: Контроль – силосування без додавання препарату. Препарати: LP – Litosil Plus 

[67], СП – Силакпро [69]. 
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Аналіз впливу біопрепаратів на силос трави 

При аналізі препаратів, що використовуються для силосування трави 

(табл. 1.5) варто відмітити препарати LCSB, LCS та BSP, адже вони сприяли 

найкращому збереженню сухих речовин, та підвищення аеробної стійкості 

силосу в 204, 235, та  >232 годин відповідно. Проте ці значення характерні 

для силосу низької вологості. При збільшенні вологості трави ефективність 

використання препаратів різко знижується, і навіть контроль має кращі 

результати [65]. 

Таблиця 1.5 

Вплив біопрепаратів на хімічні показники силосу трави 

№ Препарат* 
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1 

Контроль 

12 - 

50,1 - - 5,7 2,1 0,8 - 0,23 177,6 

LCS 52,0 - - 5,4 4,0 0,8 - 0,09 235,2 

LCL 44,4 - - 5,1 3,3 0,7 - 0,03 206,4 

LCSP 48,0 - - 5,4 2,9 0,9 - 0,06 192 

LCSB 54,5 - - 4,5 2,4 0,2 - 0,01 204 

2 
Контроль 

92 35,9 
30,7 

12,1 
14,1 4,4 14,1 2,1 0,9 0 - 

BBSM 32,8 13,4 4,0 8,3 2,3 0,4 0,18 - 

3 
Контроль 

92 34,5 
32,7 

8,8 
9,2 5,1 9,8 1,1 0,3 0,38 - 

BBSM 34,1 9,5 4,2 1,1 1,8 0,4 0 - 

4 

Контроль 

102 21,8 

21,7 

16,3 

- 4,3 8,9 4,6 0,1 0,006 330 

BSP 22,2 - 3,9 12,5 2,4 0,007 0,22 133 

DFF18 21,9 - 3,8 12,3 1,0 0 0,07 29 

JJ 22,2 - 3,7 13,5 1,1 0,003 0,01 35 

DFF22 22,1 - 3,7 13,5 1,1 0,003 0,06 62 

5 

Контроль 

102 53,9 

54,3 

19,2 

- 5,4 6,4 6,7 0,04 0,32 >232 

BSP 57,3 - 4,3 41,4 13,5 0,06 0,17 >232 

DFF18 53,2 - 4,1 58,2 7,4 0,06 0,25 >232 

JJ 56,8 - 4,5 36 6,4 0,05 0,27 >232 

DFF22 55,3 - 4,3 49,2 7,0 0,07 0,23 >232 

*Примітка: Контроль – силосування без додавання препарату. Препарати: LCS Lactosil – 

[71], LCL - Lactacel L [65], LCSP – Lactosil Plus [65], LCSB – Lactosil Biogaz [65], BBSM – Biomin® 

BioStabil Mays [65], BSP – Biomin ® Stabil Plus [69], JJ - Josera® Josilac [64], DFF22 - DeLaval® 

Feedtech F22 [64].  
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Аналіз впливу біопрепаратів на силос цукрової тростини 

Препарат KS має значимий вплив на силосування цукрової тростини 

(табл. 1.6), адже в загальному спостерігається покращення всіх показників. 

Це свідчить про перспективність його бактеріального складу. Проте 

підвищений порівняно з контролем вміст масляної кислоти є ознакою 

присутності клостридій, що тяжко пояснити при зазначеному pH 3,22, тому 

пояснити такий ефект важко, хоча насправді її вміст все одно є низьким [66]. 

Таблиця 1.6 

Вплив біопрепаратів на хімічні показники силосу цукрової тростини 
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1 Контроль 60 28,2 21,8 
2,5 

3,45 4,2 13,4 0,6 0,01 0,042 32 

KS 27,5 3,9 3,2 53,4 1,0 0,05 0,18 52 

*Примітка: Контроль – силосування без додавання препарату. KS - Kera SIL [72]. 

Аналіз впливу біопрепаратів на силос рисової соломи 

Вплив препарату П1 на силосування рисової соломи (табл. 1.7), 

особливо не відрізняється в анаеробних умовах. І лише після відкриття 

силосу помітна різниця, що виявляється в значно більшій аеробній стійкості 

обробленого силосу [67]. 

Таблиця 1.7 

Вплив біопрепаратів на хімічні показники силосу рисової соломи з 

додаванням кукурудзяного лікеру 
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1 Контроль 60 40 39,28 
9,95 

10,26 4,45 4,02 1,13 56 

П1 39,98 10,39 4,52 5,62 2,31 >372 

*Примітка: Контроль – силосування без додавання препарату. П1 – препарат без назви 1 

[83]. 
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Аналіз впливу біопрепаратів на силос пшениці 

Серед показників силосу пшениці (табл. 1.7), які покращує обробка 

препаратами П2 і П3 в порівнянні з контролем, можна відмітити лише 

знижений рівень pH та покращене співвідношення органічних кислот. На 

вміст сухих речовин, та сирого протеїну препарати майже не впливають [66]. 

Таблиця 1.8 

Вплив комбінованих біопрепаратів на показники силосу пшениці 
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1 
Контроль 

30 92,11 

92,11 

4,63 

4,52 5,02 0,93 0,37 0,64 

П2 92,28 4,64 3,98 2,77 0,19 0,23 

П3 92,21 4,69 4,03 3,02 0,24 0,31 

*Примітка: Контроль – силосування без додавання препарату. П2 –препарат без назви 2 

[64], П3 – препарат без назви 3 [68]. 

Аналіз впливу біопрепаратів на силос бобово-злакової сумішки 

Для силосу бобово-злакової сумішки, в разі додавання СП, відмічається 

покращення співвідношення молочної та оцтової кислот, та значне 

збереження сухих речовин, зокрема протеїну (табл. 1.9) [63].  

Таблиця 1.9 

Вплив біопрепаратів на хімічні показники силосу бобово-злакової 

сумішки 

№ Препарат* 

Т
р

и
в
ал

іс
ть

 

п
р

о
ц

ес
у

, 
д

іб
 Вміст СР, % Протеїн,% 

p
H

 

Співвідношення 

кислот, % 

В
 с

и
р

о
в
и

н
і 

В
 

го
то

в
о

м
у

 

си
л
о

сі
 

В
 с

и
р

о
в
и

н
і 

В
 

го
то

в
о

м
у

 

си
л
о

сі
 

М
о

л
о

ч
н

а 

к
-т

а 

О
ц

то
в
а 

  
  

к
-т

а 

1 Контроль 
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*Примітка: Контроль – силосування без додавання препарату. СП – Силакпро [69] 
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1.4. Вибір агрегатної форми для зберігання силосувальних 

властивостей комбінованого препарату 

Вибір кінцевої форми препарату, перш за все впливає на прояв 

досягнутої при розробці ефективності бактеріальних препаратів після їх 

зберігання та транспортування. На ринку силосних біопрепаратів можна 

знайти продукцію як в рідкому, так і в сухому вигляді. Загальна оцінка 

досліджень по ефективності двох цих форм виявляє перевагу рідкої форми за 

рахунок збереження нативної активності бактерій в таких препаратах. 

Зокрема, такий препарат, по своїй суті є концентратом культуральної рідини, 

яку перед застосуванням достатньо розбавити водою. Проте, недоліком є 

сезонність використовуваного рідкого препарату внаслідок старіння та 

голодування бактеріальних культур, а також ряд інших факторів, що 

знижують активність бактерій в ньому при зберіганні та транспортуванні [75, 

76].  

Головним аргументом на користь сухої форми біопрепарату є 

довготривалий термін зберігання при більш широкому діапазоні температур, 

порівняно з рідкою формою. Це досягається за рахунок знаходження бактерій 

в стані анабіозу. Для активізації бактеріальні клітини в складі препарату 

необхідно реанімувати в невеликих ємностях з повноцінним поживним 

середовищем на протязі доби. Проте, більшість виробників сухих препаратів 

рекомендують просто розводити порошок водою, але повідомляється [75], 

що це призводить до тривалої реактивації клітин в рослинній сировині, яка 

піддається обробці. Зокрема, в експериментах за порівняння рідкого та 

сухого препарату, час затримки росту для другого був більшим на 13,5 годин 

[75, 77, 78]. Kizilsimsek з співавторами, в своєму дослідженні провели повний 

хімічний аналіз силосу при застосуванні різних форм препаратів, який 

підтвердив кращу ефективність від застосування рідкої форми, за рахунок 

значно швидшого синтезу молочної кислоти, і як результат більш низького 

pH. Особливо це помітно в визначальний для силосу період - з 6 по 24 годину 

після обробки та герметизації сировини [79]. 
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Ефективність обраної форми також зможе залежати і від вологості 

сировини. При високій вологості (близько 70%) різниці немає, а при її 

зменшенні до 56% краще зниження значень активної кислотності під час 

силосування відмічалося при додаванні рідкого препарату [80.  

Важливо відзначити, що в умовах поєднання декількох видів 

організмів, такі комбіновані препарати значно краще проявлятимусь 

ефективність за їх висушування, внаслідок того, що композиції бактерій 

мають більш вибагливі умови до тривалого спільного росту, і в обмеженому 

тарою просторі їх активність при такому зберіганні різко втрачатиметься 

[75]. 

Підсумовуючи розділ, варто зазначити, що найбільш вдалі композиції 

створюються на основі поєднання представників декількох альтернативних 

типів молочнокислого метаболізму. Зокрема, щоб визначити які бактеріальні 

види мають входити до препарату, перш за все мають бути визначені хімічні 

показники сировини та природня мікробіота силосу. В разі підвищених 

концентрацій збудників бактеріального псування сировини, найбільш 

ефективно розробляти склад на основі активних кислотоутворювачів, тоді ж 

як дріжджове та грибкове забруднення потребує більш широкого спектру 

метаболітів з сильними антимікробними властивостями. Високий вміст 

водорозчинних вуглеводів разом з високою буферною ємністю силосу 

потребують використання гетероферментативного молочнокислого або/та 

пропіоновокислого профілю бродіння. Розвиток представників цих 

метаболізмів призводить до збільшення споживання вуглеводів в процесі 

силосування, проте на відміну від гомоферментативних молочнокислих 

бактерій, одночасно дозволяє використати штами менше залежних від рівню 

pH та більш ефективних механізмів пригнічення сторонньої мікробіоти 

силосу. Окрім того, ефективність прояву препарату залежить не тільки від 

його бактеріального складу а й форми в якій препарат застосовуються. 

Зокрема, попри певні втрати в активності для комбінованих силосувальних 

препаратів найкраще підходить суха форма. 
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РОЗДІЛ 2. ОСОБЛИВОСТІ ОПТИМІЗАЦІЇ СКЛАДУ ПОЖИВНОГО 

СЕРЕДОВИЩА 

2.1. Джерела поживних речовин в забезпеченні ростових потреб 

біологічних агентів для силосування 

Для накопичення необхідної біомаси молочнокислих бактерій, 

важливим етапом планування процесу культивування є забезпечення 

оптимальних умов для їх росту. Одним з визначальних параметрів, які 

впливають накопичення біомаси є повноцінність поживного середовища. 

Найперше, від чого залежать біосинтетичні процеси клітин це – джерело 

вуглецевого та енергетичного живлення та його концентрація. Велика 

частина субстрату в клітинах молочнокислих бактерій витрачається на синтез 

органічних кислот, тому найчастіше ріст бактерій першочергово лімітується 

спорідненістю з ним, та його концентрацією. 

Як було згадано в пункті 1.1.1., основними джерелами вуглецю в 

рослинній сировині, що є доступними для силосної мікробіоти є 

водорозчинні вуглеводи в клітинному соку – глюкоза і фруктоза. Для 

зменшення часу адаптації до нового середовища в природніх умовах, однією 

з умов вирощування бактеріальних культур є необхідність використання 

ростових середовищ що містять ті ж вуглеводи що і сировина.  

Наступним лімітуючим фактором є азотне живлення. Відомо, що 

молочнокислі бактерії через ріст на складних субстратах є ауксотрофами за 

рядом амінокислот, і потреба в них варіюється від штаму до штаму [81]. 

Тому до ростових середовищ для молочнокислих бактерій мають входити 

джерела, що здатні комплексно забезпечити їх потреби. В якості таких 

джерел використовують гідролізати білків м’яса, лактоальбуміну, казеїну та 

різних видів муки [82]. Також повідомляється [83], що окрім них, багатими 

джерелами амінокислот, поліпептидів є дріжджовий, та кукурудзяний 
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екстракти. Останній з них, є дешевою альтернативою азотного живлення - 

містить 1,2-2,0% амінного азоту в концентраті, що додатково може містити 

від 0,1-1,1% цукрів, 5-11,5% молочної кислоти. 

Те саме стосується і вітамінів, які в середовищі знаходяться переважно 

у дріжджовому екстракті, дещо менше в кукурудзяному.  

Ситуація значно стає складнішою при спільному культивуванні 

представників різних родів, видів та штамів, що є основною ідеєю 

комбінованих бактеріальних препаратів для силосування. При такому 

багатокомпонентному вирощуванні необхідно враховувати всі особливості 

метаболізму кожної складової культури.  

2.2. Підходи в дослідженні оптимальних концентрацій компонентів 

поживних середовищ 

Враховуючи всю складність забезпечення ростових потреб бактерій в 

світі постійно ведуться дослідження з виявлення залежності приросту 

біомаси бактерій від субстрату, в яких використовуються різні підходи по 

підбору компонентів середовища культивування. 

Першим підходом, яким користуються дослідники для підбору 

поживних середовищ, є простий емпіричний підбір. Цей метод широко 

використовувався до початку ХХІ століття. Зокрема, це можна знайти, 

наприклад, в дослідженні Fu [84], де було досліджувалася залежність росту 

від концентрації лактози. В результаті такого дослідження було встановлено, 

що для штаму L.plantarum ATCC 21018 в модифікованих лактозою 

середовищах МРС, концентрація лактози впливає лише на лаг-фазу, і не 

впливає на інші фази росту. В діапазоні вмісту лактози 2 – 6 %, найменша 

лаг-фаза спостерігається при 2% концентрації, і зі збільшенням вмісту 

субстрату збільшується і тривалість початкового росту. Проте цей спосіб 

лише наближує до оптимального складу середовища, але знайти за його 

допомогою найкращий варіант в даних умовах дуже затратно в часі і 

ресурсах. В наш час ним все частіше користуються лише для тих аспектів, які 

обмежені в підходах. Так, наприклад, Ma з колегами [85] визначали спектр 
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ауксотрофності штаму L. plantarum ST-III для включення цих амінокислот в 

середовище культивування. За зміною кислотності при культивуванні з 

додаванням комбінацій амінокислот було встановлено 6 амінокислот, при 

додаванні яких починався ріст бактерій. 

Як сучасну альтернативу, що дозволяє підвищити результати 

оптимізації середовища до необхідної точності використовують математичні 

методи планування, моделювання та аналізу експерименту. Швидкий 

результат досягається поєднанням наведених методів з статистичним 

аналізом, що значно скорочує часові та матеріальні ресурси на постановку 

досліджень. Це особливо важливо при використанні комбінованих 

препаратів, в яких бактеріальні культури різняться одне від одного за 

потребами ростових факторів і стійкістю до умов середовища. Зокрема, серед 

сучасних методів, для цієї цілі часто використовується центральний 

композиційний план, використання поверхонь відгуку, штучні нейронні 

мережі та генетичні алгоритми [86, 87]. 

Щоб вирішити це завдання і підвищити результати до необхідної 

точності, раціонально використати математичні методи планування 

експерименту. Зокрема, є повідомлення, що за допомогою методу 

центрального композиційного плану було оптимізоване середовище для 

вирощування штаму L. paracasei subsp. paracasei B 4079 зі ступенем 

конверсії субстрату в біомасу і молочну кислоту — близько 100%. 

Оптимальні концентрації глюкози та інших джерел ростових факторів було 

визначено за найвищою зоною поверхні відгуку конверсії субстрату [86]. В 

іншому дослідженні для оцінки впливу компонентів поживного середовища 

перед використанням центрального композиційного плану використано 

метод Плакета-Бірмана, в результаті чого за допомогою такої гібридної 

методології на новому середовищі було накопичено біомаси штаму 

L. rhamnosus PEN на 1,9 г/л більше порівняно з концентрацією на МРС [87]. 

Більш складна оптимізація ферментаційного середовища для одержання 

екзополісахариду культурою L. plantarum наведена в праці індійських вчених 
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[88], які застосували методи Плакета-Бірмана, штучних нейронних мереж і 

генетичних алгоритмів. Зокрема, такий підхід до оптимізації середовища 

підвищив вихід екзополісахариду на 4,45 г/л порівняно з вихідними 

характеристиками штаму. Серед інших ефективних підходів можна відмітити 

використання методів Бокса-Бенкена і масиву Тагуті, які характеризуються 

підвищенням виходу біомаси порівняно з початковим середовищем на 107%. 

Особливістю такого підходу є інтегрування двох методів на різних етапах 

оптимізації, тому збільшення біомаси досягається послідовним 

використанням методів [89].  

У всіх проаналізованих експериментальних дослідженнях [86-89] 

використання методів математичного моделювання та статистичного аналізу 

надає можливість збільшити вихід кінцевого продукту порівняно з 

емпіричною методикою підбору індивідуальних середовищ, а також значно 

скоротити рівень затрачених ресурсів на досягнення бажаного результату. 

Проте, для використання цих методів необхідно визначити стандартні 

середовища. Представники роду Lactobacillus не ростуть або ростуть дуже 

слабко на поживних середовищах з простими субстратами, тому в 

переважній більшості дослідники використовують багатокомпонентні 

середовища зі складними джерелами ростових факторів тваринного і 

рослинного походження [85, 90]. Так, загальновживаним є середовище de 

Man, Rogosa, Sharpe [91]. Це середовище універсальне як для лабораторних 

так і для великомасштабних ферментацій для вирощування лактобацил, 

лактококів, педіококів, ентерококів, через гарне забезпечення ростових 

потреб. Окрім лактобацил на цьому середовищі гарно ростуть і ентерококи 

[88]. Проте, попри підвищення ростових характеристик, це середовище 

модифікують під індивідуальні фізіологічні потреби конкретних біологічних 

агентів. Окрім того, середовище є доволі дороговартісним, а кожен виробник 

зацікавлений у зменшенні витрат за рахунок зниження концентрації 

поживних речовин до необхідного мінімуму або ж за рахунок використання 

дешевших альтернатив [89]. 



34 

Перш за все, є повідомлення про використання в середовищі інших 

вуглеводів замість глюкози, додавання кукурудзяного екстракту, зміни в 

концентраціях складових середовища, та інші [85, 92]. Також, відзначається, 

що для кращого накопичення біомаси лактобацил, поживні середовища 

можна доповнювати томатним соком [93], молочною сироваткою [94], 

ефірами оцтової та олеїнової кислотами [95], рослинними відварами, 

овочевими [96] та фруктово-ягідними соками [97, 98], суслом, картопляним 

відваром [92].  

Варто відзначити, що селективність середовища залежить від 

присутності ацетату натрію, адже саме їх присутність пригнічує ріст бактерій 

роду Streptococcus, цвілевих грибів і також обмежують зростання рухливих 

мікроорганізмів. Оцтова кислота знижує значення рН, що перешкоджає 

зростанню багатьох бактерій, сприяючи зростанню лактобацил [99, 100]. 

Окрім того, внесення таких солей як ацетат натрію, та фосфорнокислого 

калію збільшує буферну ємність середовища, що дозволяє попередити 

зниження активності молочнокислих бактерій, внаслідок зниження 

кислотності від синтезованої ними молочної кислоти [101]. 

Зокрема, зараз є велика кількість досліджень, по оптимізації поживних 

середовищ, автори яких стверджують про найкраще забезпечення ростових 

властивостей певних штамів молочнокислих бактерій, і як наслідок високий 

приріст біомаси. Так як, за еталонне середовище використовується МРС, то 

оптимізацію проводять на його основі. Деякі варіації модифікованого МРС 

наведені в табл. 2. Згідно даних Перш за все, варто відмітити загальну 

тенденцію, збільшення виходу біомаси при збільшенні в середовищі 

глюкози. Окрім того, використання змішаного джерела вуглецю (глюкоза + 

піруват) призводить до найбільшого збільшення біомаси клітин (23 г/л) в 

складі середовища №5 [102]. Щодо азотного живлення, то найкращий ріст 

спостерігається при комбінуванні декількох джерел – дріжджового, м’ясного 

та кукурудзяного екстрактів. Додаткові функції цих компонентів полягає в 

забезпеченні бактеріальних клітин широким спектром ростових факторів. 
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Використання пептону дозволяє досягти середніх поміж всіх середовищ 

концентрацій біомаси, зокрема це стосується середовищ №1 і 2 [86, 92]. 

Щодо інших компонентів в складі середовищ, то залежність їх впливу на ріст 

культур доволі неоднозначна, і більше носить характер доповнення потреб, 

ніж лімітуючий фактор. Так, для середовищ №1-4 [86, 92] як і для класичного 

МРС характерна наявність солей MgSO4·7H2O, MnSO4·4H2O, і навіть в 

невеликих концентраціях їх достатньо. Те саме стосується і наявності 

FeSO4·7Н2О та  KH2PO4. Проте, інший характер, хоч і неоднозначний носить 

додавання ацетату натрію а також цитрату амонію. Потреба в них носить 

рекомендований характер, хоча в деяких середовищах вони можуть 

міститися в складних компонентах, такі як екстракти тваринного і 

рослинного походження, або дріжджовий автолізат. 

Підсумовуючи розділ, варто зазначити, що молочнокислі бактерії 

потребують в багатьох факторах росту, і досягають свого максимального 

потенціалу росту на середовищах з складними субстратами, зокрема 

найбільш ефективним є використання декількох джерел вуглецевого 

амінного азоту. Вибір природи субстратів впливає і на адаптацію 

бактеріальних штамів, що найкраще діють при умові їх спорідненості до 

умов силосування. 
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Таблиця 2.1 

Літературні дані різного складу оптимізованих варіацій МРС та вплив на концентрацію біомаси молочнокислих 

бактерій 

Випробовуваний 

штам 

Вміст компонентів в середовищі, г (мл)/л  
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L. plantarum Pi06 35,0 - 35,0 - 40,0 10,0 3,0 5,0 0,2 0,05 - - - 9,0 [86] 

L. fermentum BFE 

6625 
20,0 - 10,0 5,0 - 10,0 2,0 5,0 0,1 0,05 1,0 - 2,0 6,7 

[92] 

L. plantarum BFE 

6713 
50,0 - 20,0 1,0 10,0 - - - 0,3 0,30 - 0,02 - 18,2 

L. pentosus BFE 

6748 
50,0 - 20,0 1,0 10,0 - - - 0,3 0,30 - 0,02 - 11,2 

L. rhamnosus E/N 15,4 3,9 - 8,0 - - 1,9 4,7 - - - - 1,9 23,0 [101] 

L. rhamnosus PEN 13,4 3,4 - 7,2 - - 2,0 5,0 - - - - 2,0 5,5 [85] 

 



РОЗДІЛ. 3. ТЕХНОЛОГІЯ ВИРОБНИЦТВА КОМБІНОВАНИХ 

БАКТЕРІАЛЬНИХ ПРЕПАРАТІВ ДЛЯ СИЛОСУВАННЯ 

3.1. Підтримка активності колекційних штамів 

Перш за все, технологія одержання силосних препаратів починається з 

підтримки активності бактеріальних культур, що входять до складу 

препарату.  

Можна зберігати культури мікроорганізмів в побутовому 

холодильнику при температурі 5-8 °С, з обов’язковими пересівами 

періодичністю в 3 місяці. Проте для збереження життєздатності колекційних 

культур молочнокислих бактерій в більш тривалих інтервалах часу, 

рекомендується зберігати в стерильному молоці, при низьких температурах 

від -25 до -45 °С, що досягаються в низькотемпературних камерах. Так, 

наприклад, для культури L. acidophilus з стартовим титром - 1,1×109 КУО/г, 

протягом 3 місяців зберігання при -25 °С це дозволяє зберегти біля 44 % 

клітин, а зменшення температури до -40 °С - близько 50 %. Таким способом 

можна зберігати культури до пів року [103, 104]. Зниження температур 

зберігання до – 80 °С дозволяє збільшити час зберігання до 2 років з 

збереженням активності культур понад 80 % [105]. 

Іншими промисловими методами тривалого зберігання є висушування 

з замороженого стану (ліофілізація) [106] та зберігання в рідкому азоті [104]. 

Цими методами молочнокислі бактерії можуть зберігатися як в умовах 

холоду, так і в висушеному вигляді, з умовою швидкої реактивації декілька 

років з виживаємістю від 80 до 100 % [103, 107].  

3.2. Умови одержання бактеріальної біомаси 

Для одержання інокуляту колекційні культури відновлюють, після 

чого з них готують робочі культури в лабораторному середовищі (найчастіше 

МРС). Для комбінованих препаратів характерним є використання в складі 
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декількох бактеріальних культур, вибір яких описаний в пунктах 1.1 та 1.2.  

Особливістю одержання посівного матеріалу є або роздільне 

вирощування декількох бактеріальних штамів або створення стійких 

симбіотичних відносин з подальшим сумісним накопиченням. На практиці 

частіше всього використовується перший варіант, адже при такій технології 

мінімізується часові та матеріальні ресурси, порівняно з другим варіантом. Ці 

витрати пояснюються додатковими етапами по забезпеченню оптимальних 

умов тривалого росту бактеріального симбіозу в обмеженому просторі, і 

зважаючи на відмінність кислотостійкості представників різних видів 

молочнокислих бактерій то в обмеженому колбою та інокулятором просторі 

така біотехнологія силосних препаратів буде менш ефективною. Саме тому 

бактеріальні штами, що входять до їх складу вирощують окремо, і 

поєднуються лише на стадії виробничого культивування. Особливості вибору 

поживного середовища для вирощування і виробничого культивування, 

описано в розділі 2. 

Стадії вирощування інокуляту мало відрізняються від виробничого 

одержання біомаси по вибору параметрів культивування. Для більшості 

варіантів монокультур молочнокислих бактерій і їх симбіозів можна 

використовувати стандартні параметри культивування – t = 36-37 °С, рН = 

6,0-6,5 од. Необхідна кислотність досягається титруванням з використанням 

40%-ного розчину NaOH, або альтернативи у вигляді подачі концентрованого 

25%-го розчину NH3. Проте все, таки хоч представники молочнокислих 

бактерій є мезофілами, то віддається перевага встановленню оптимальних 

умов для певних їх видів і особливо для їх симбіозів. Універсальними для 

видів описаних в п.1.2 є наступні діапазони параметрів – рН 5,5 - 6,5, 

температура 30-40˚С. Враховуючи, що представники лактобактерій, 

ентерококів, педіококів та пропіоновокислих бактерій є аеротолерантними 

анаеробами, то при вибір газової складової середовища культивування може 

варіюватися: заповнення середовища інертними газами, створення суміші 
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газів, мікроаерофільні умови, аеробні умови, проте значного впливу на 

приріст біомаси це не матиме [101, 108].  

3.3. Зберігання біопрепарату 

Для тривалого зберігання бактеріальних препаратів молочнокислих 

бактерій, як в п. 1.4, найкраще використовувати суху препаративну форму. 

Зважаючи на природу об’єкту висушування, використання навіть 

короткотривалої високотемпературної обробки, як наприклад, для 

розпилювального сушіння,  спричинить втрати життєздатних клітин. Хоча 

багато авторів стверджують, що сушіння розпилюванням у відновленому 

знежиреному молоці та сироватковому пермеаті, може бути використана для 

цієї мети [109-112]. Для одержання біопрепаратів застосовується і сушіння з 

замороженого стану (ліофілізація, сублімаційна сушка). За використання 

цього способу вдається зберегти молочнокислі бактерії більш ніж на 30 років 

в життєздатному вигляді. Зокрема, життєздатність бактерій роду 

Lactobacillus після такої сушки складає близько 70-100% [113, 114]. 

Порівняно з ліофілізації втрати життєздатних клітин за розпилювального 

способу є значно більшим. 

Виживання мікробних клітин після заморожування залежить від 

поживного середовища [115], середовища висушування (з кріопротекторами) 

[116, 117], фази росту мікроорганізмів на момент заморожування [93], 

концентрації мікроорганізмів, та умов регідратації [115, 116]. Зокрема, 

найбільший вплив на життєздатність клітин в умовах ліофільного сушіння 

проявляють кріопротектори. Є дуже багато сполук з кріопротекторними 

властивостями, та середовищ на їх основі. Зокрема, в табл. 3.1 представлено 

деякі з них, а також їх ефект на показник збереження клітин. З усіх 

проаналізованих середовищ найбільшу перспективу виявляє захисне 

середовище на основі сухого знежиреного молока та глутамату натрію. Серед 

інших найбільше збереження клітин спостерігалося в захисному середовищі, 

яке містило знежирене молоко, сахарозу, желатин та в середовищі на 

знежиреному молоці з інозитом і агаром.  
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Таблиця 3.1 

Кріопротектори та їх ефективність при ліофілізації 

Компоненти захисних 

середовищ  

Бактеріальна 

культура 

Втрата життєздатних клітин 

після стерилізації,% 
Джерело 

Натрію хлорид 

L. acidophilus 

68,8 

[118] 
Сахароза 30,8 

Гліцерин 22,3 

Декстран 28,2 

Сухе знежирене молоко  18,5 

 

Знежирене молоко+екстракт 

солоду 
 

19,0 

Сорбітол 23,3 

Глутамат натрію 20,2 

Сухе знежирене молоко, 

Цитрат натрію, Сахароза, 

MgSO4 

L. rhamnosus 15,2 

[119] 

L. plantarum 1,5 

L. paracasei ssp. 

paracasei 
2,6 

Сухе знежирене молоко, 

Фосфатний буфер, Маніт 

L. rhamnosus 11,2 

L. plantarum 9,8 

L. paracasei ssp. 

paracasei 
18,8 

Сухе знежирене молоко, 

Сахароза, Желатин 

L. rhamnosus 2,1 

L. plantarum 2,5 

L. paracasei ssp. 

paracasei 
4,5 

Сухе нежирене молоко, 

Цитрат натрію, Сахароза 

L. rhamnosus 1,7 

L. plantarum 6,1 

L. paracasei ssp. 

paracasei 
8,1 

Цитрат натрію, Сахароза, 

Гліцерин 

L. rhamnosus 10 

L. plantarum 7,6 

L. paracasei ssp. 

paracasei 
8,6 

Цитрат натрію, Сахароза, 

Агар, Желатин 

L. rhamnosus 4,8 

L. plantarum 2 

L. paracasei ssp. 

paracasei 
3,4 

Сухе знежирене молоко, 

Сахароза, Желатин 

L. rhamnosus 0,3 

L. plantarum 16,6 

L. paracasei ssp. 

paracasei 
1,2 

Сухе знежирене молоко, 

Інозит, Агар 

L. rhamnosus 4,6 

L. plantarum 0,5 

L. paracasei ssp. 

paracasei 
10,6 

Галактоза  

L. salivarius W13 

97,8 

[120] 

Лактоза 97,4 

Мальтоза 97,2 

Трегалоза 97,4 

Казитон 98,7 

Протеолізований пептон 98,8 

Дріжджовий екстракт 98,4 

Знежирене молоко 95,3 

Сахароза 95,1 



41 

Закінчення табл. 3.1 

Сахароза+знежирене молоко 

L. fermentum IAL 

4541 

88,9 

[121] 

Сахароза+знежирене 

молоко+глутамат натрію 
40,5 

Знежирене молоко+глутамат 

натрію 
0 

Знежирене молоко 4,0 

Трегалоза 6,0 

Сахароза 11,0 

Таким чином можна підсумувати, що технологія виробництва 

силосувальних препаратів передбачає використання стандартних режимів 

культивування молочнокислих бактерій, які можуть варіюватися в межах 

універсальних діапазонів без значних втрат в продуктивності. Особливістю 

є лише обов’язкове забезпечення оптимальних значень pH внаслідок 

постійного закислення середовища культивування внаслідок синтезу 

молочнокислими бактеріями органічних кислот, що може реалізовуватися 

або використанням лужних реактивів, або додаванням буферів. 

Зберігання і колекційних культур та сухої форми реалізації препарату 

найкраще забезпечується засобами ліофілізації та сублімації. На виживання 

культур в умовах попередньої заморозки найбільший вплив має додавання 

кріопротекторів, серед яких найбільшу ефективність в збереженні 

молочнокислих бактерій мають захисні середовища, які містять сухе 

знежирене молоко, глутамат натрію, сахарозу, інозит, а також желатин або 

агар. 

ВИСНОВКИ ДО ЛІТЕРАТУРНОГО ОГЛЯДУ: 

1. Бактеріальний склад препаратів обирається в залежності від 

рослинної сировини і залежить як від кліматичних умов регіону вирощування 

та силосування, та безпосередньо від хімічного складу рослинної культури.  

2. Профіль бродіння в силосі змінюється під час різних фаз 

силосування, тому в препараті мають бути додані представники декількох 

альтернативних груп молочнокислого бродіння. Зокрема, гомоферментативні 

бактерії ефективні на перших етапах, в якості стартерів, для швидкого 

зниження pH середовища, тоді як на подальших етапах домінуюча роль 
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належить гетероферментативним культурам, завдяки широкому спектру 

антимікробних сполук та високої стійкості до умов низької кислотності. 

3. Комбіновані препарати, мають більшу ефективність забезпечені 

комплексних ефектів, зокрема завдяки більшості з них однаково 

забезпечується як зменшення втрат сухих сполук хімічного складу силосу, 

відсутність гниття, маслянокислого бродіння, та зігрівання силосу.  

4. Ростові потреби молочнокислих бактерій вимагають складних 

поживних середовищ з декількома джерелами вуглецевого живлення, а також 

джерелами амінного азоту. Для швидкої адаптації біоскладової силосних 

препаратів на рослинній сировині поживне середовище яке використовується 

для одержання бактеріальної біомаси має бути наближеним за природою 

складових компонентів. 

5. Високий ріст культур молочнокислих бактерій в бактеріальних 

композиціях вимагає використання оптимізації концентрацій складових 

компонентів поживних середовищ, що має найкращу реалізацію шляхом 

використання статистичних методів з побудовою математичних моделей 

поверхонь відгуку бактеріального росту. 

6. Комбіновані препарати в рідкій формі можуть зберігатися без 

втрат активності протягом нетривалого проміжку часу, тому реалізація 

силосних препаратів має здійснюватися переважно в сухій формі, що 

досягається методами висушування бактеріальної суспензії з замороженого 

стану (ліофілізація, сублімація). 

7. Технологія виробництва силосувальних препаратів передбачає 

використання стандартних режимів культивування молочнокислих бактерій, 

які можуть варіюватися в межах універсальних діапазонів без значних втрат 

в продуктивності. Особливістю є лише обов’язкове забезпечення 

оптимальних значень pH внаслідок постійного закислення середовища 

культивування внаслідок синтезу молочнокислими бактеріями органічних 

кислот, що може реалізовуватися або використанням лужних реактивів, або 

додаванням буферів. 
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8. На виживання культур в умовах попередньої заморозки 

найбільший вплив має додавання кріопротекторів, серед яких найбільшу 

ефективність в збереженні молочнокислих бактерій мають захисні 

середовища, які містять сухе знежирене молоко, глутамат натрію, сахарозу, 

інозит, а також желатин або агар. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 

РОЗДІЛ 4. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

4.1. План проведення дослідження 

1. Здійснити силосування кукурудзи з та без додавання препарату 

на основі біомаси раніше виділеного штаму Lасtobacillus buchneri 3806 та 

вивчити вплив на якість одержаного силосу. 

2. Провести пошук або додатковий скринінг необхідних біологічних 

агентів для покращення ефективності препарату на основі  L. buchneri 3806. 

3. Розробити варіанти складу бактеріальних композицій. 

4. Провести аналіз параметрів росту створених варіантів 

композицій та згідно одержаних результатів визначити найактивнішу 

бактеріальну композицію. 

5. Дослідити вплив додавання препарату на основі обраної 

бактеріальної композиції на якість готового кукурудзяного силосу. 

6. Підібрати оптимальний склад та концентрацію компонентів в 

поживному середовищі для одержання бактеріальної композиції. 

7. Визначити оптимальні значення технологічних параметрів для 

сумісного культивування обраних бактеріальних штамів. 

8. Знайти ефективне захисне середовище для одержання сухої 

форми препарату під час ліофілізації біомаси. 

4.2. Приготування поживних середовищ 

В дослідженні використовувалися поживні середовища склад яких 

описаний в табл. 4.1- 4.4.  
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Таблиця 4.1 

Склад середовища «Гідролізований бульйон» (гідролізоване молоко)  

№ Найменування компонентів Витрата на 1 дм3 середовища 

1 Сухе знежирене молоко 100 г 

2 Дистильована вода 900 см3 

3 Протосубтилін 2,9 г 

4 Хлороформ 8 см3 

Методика приготування:  

Наважку сухого знежиреного молока розчиняли в дистильованій воді. 

Нагрівали до кипіння і витримували 2-3 хв. Охолоджували до кімнатної 

температури (19±1) ˚С. Готували розчин протосубтиліну і додавали до 

молока. Через 3-5 хв. також додавали хлороформ і витримували 2,5 години в 

термостаті для гідролізу. Після чого фільтрували гідролізат через паперовий 

фільтр. Фільтрат розводили водою у співвідношенні 1:1, та встановлювали 

pH на рівні від 6,8 до 7,0. Стерилізували за температури (121±1)˚С протягом 

20 хв. в автоклаві.  

Для приготування щільного варіанту середовища змішували 

гідролізований бульйон і дистильовану воду у співвідношенні 1:1. Додавали 

розплавлений агар в концентрації 1,5 % і розливали у посуд. Стерилізували 

за температури (121±1)˚С протягом 20 хв. в автоклаві. 

Таблиця 4.2 

Склад середовища  «МРС» 

№ Найменування компонентів Витрата на 1 дм3 середовища 

1 Глюкоза 20 г 

2 Казеїновий пептон 10 г 

3 М’ясний екстракт 10 г 

4 Дріжджовий автолізат 5 г 

5 Марганець сірчанокислий 5-водний 0,05 г 

6 Магній сірчанокислий 7-водний 0,2 г 

7 Натрій оцтовокислий 5 г 

8 Амоній лимоннокислий 2 г 

9 Гідроортофосфат калію 2 г 

10 Твін – 80 1 см3 

Методика приготування: 

Компоненти змішували та доводили дистильованою водою до 

необхідного об’єму. Встановлювали pH на рівні 6,4-6,8 25% розчином 

аміачної води. Розливали в пробірки по 10 мл або в колби необхідного 
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об’єму. Стерилізували за температури (121± 1) ˚С протягом 20 хв. в 

автоклаві. При необхідності щільного середовища, до складу МРС - бульйону 

додавали агар мікробіологічний в кількості 1,5%. 

Таблиця 4.3 

Компоненти для приготування фізіологічного розчину 

№ Найменування компонентів Витрата на 1 дм3 середовища 

1 Натрій хлорид 8,5 г 

2 Дистильована вода до 1000 см3 

Методика приготування:  

Наважку хлористого натрію розчиняли в 1000 см3 дистильованої води. 

Встановлювали значення pH на рівні 7,0±0,1 од.  

Стерилізували за температури (121± 1) ˚С протягом 20 хв. 

Таблиця 4.4 

Склад щільного елективного середовища для Enterococcus faecium 

№ Найменування компонентів Витрата на 1 дм3 середовища 

1 Дріжджовий автолізат 25 см3 

2 NaHPO4 1 г 

3 KH2PО4 1 г 

4 MgSO4 1г  

5 Пептон 5 г 

6 Маніт 1 см3 

7 Бромкрезоловий пурпурний (індикатор) 1 см3 

Методика приготування: 

В мірний стакан переносили наважки солей та пептону, необхідний 

об’єм дріжджового автолізату та доводили до 1 л дистильованою водою. 

Встановлювали pH на рівні 7,2-7,6. Розчиняли 12-15 г агару. Розливали по 

100 мл в колби на 250 мл. Стерилізували 10-15 хв. за (121±1) ˚С. Перед 

використанням середовище розплавляли, додавали по 1 см3 індикатору – 

бромкрезолового пурпурного та маніту. Кінцевий колір середовища – 

рожево-фіолетовий. 

4.3. Бактеріальні культури 

В якості об’єктів дослідження використовували 2 штами Lactobacillus 

buchneri 3806 та L. plantarum 3216 ізольовані з силосу кукурудзи, 2 штами 

Enterococcus faecium С-8-12, E. faecium С-6-6 ізольовані з фекалій кролика 

(див. п. 4.4., 4.5, 5.4.), та 3 музейні штами L. acidophilus 7074, L. casei 3300, 
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L. brevis 3432, що зберігаються в відділі біотехнології Інституту 

продовольчих ресурсів НААН України. Культури молочнокислих бактерій 

підтримували на середовищі МРС, між пересівами зберігали за температури 

(4±2)°С. 

Опис морфолого-культуральних та біохімічних властивостей 

штамів: 

Lactobacillus acidophilus 7074: Короткі товсті палички, поодинокі, іноді 

утворюють в короткі ланцюжки (рис 1.3, А). Найкращий ріст спостерігається 

на щільних середовищах МРС (з агаром) та ГА, на них колонії мають форму 

маленьких та великих човників білого кольору, а також овальні та круглі 

колонії з гладкою поверхнею. За типом метаболізму облігатно-

гомоферментативні молочнокислі бактерії.  

Lactobacillus casei 3300: Короткі товсті палички, що утворюють короткі 

та довгі ланцюжки (рис 1.3, Б). Найкращий ріст спостерігається на щільних 

середовищах МРС (з агаром) та ГА, на них колонії мають форму маленьких 

та великих човників білого кольору, а також овальні та круглі колонії з 

гладкою поверхнею. За типом метаболізму облігатно-гомоферментативні 

молочнокислі бактерії. 

Lactobacillus plantarum 3216: Палички, що мають розміри 0,6×1,5-2,0 

мкм, можуть бути поодинокими, або збиратися в скупчення та іноді 

ланцюжки (рис 1.3, В). Найкращий ріст спостерігається на щільних 

середовищах МРС (з агаром) та ГА, на них колонії мають форму округлих 

колоній, непрозорих, білого кольору, з гладкою блискучою поверхнею і 

розмірами від 0,6 до 1,5 см. Штам виділений з кукурудзяного силосу в 

попередніх дослідженнях. За типом метаболізму факультативно-

гетероферментативна молочнокислі бактерії. 

Lactobacillus brevis 3432: Палички, що мають розміри 0,6×1,5-2,0 мкм, 

можуть бути поодинокими, або збиратися в скупчення та іноді ланцюжки 

(рис. 1.3, Г). Найкращий ріст спостерігається на щільних середовищах МРС 

(з агаром) та ГА, на них колонії мають форму округлих колоній, непрозорих, 
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білого кольору, з гладкою блискучою поверхнею і розмірами від 0,6 до 1,5 

см. За типом метаболізму облігатно-гетероферментативна молочнокисла 

бактерія.  

Lactobacillus buchneri 3806: Палички, що мають розміри 0,6×1,5-2,0 

мкм, можуть бути поодинокими, або збиратися в скупчення та іноді 

ланцюжки (рис. 1.3, Д). Найкращий ріст спостерігається на щільних 

середовищах МРС (з агаром) та ГА, на них колонії мають форму округлих 

колоній, непрозорих, білого кольору, з гладкою блискучою поверхнею і 

розмірами від 0,6 до 1,5 см. За типом метаболізму облігатно-

гетероферментативна молочнокисла бактерія. Штам виділений з 

кукурудзяного силосу в попередніх дослідженнях. 

Рис. 4.1. Фотографії культур: А -  L. acidophilus 7074, Б – L. casei 3300, В – 

L. plantarum 3216, Г – L. brevis 3432, Д – L. buchneri 3806. 

4.4. Одержання чистих культур ентерококів з фекалій кролів 

Дві фекальні кульки масою близько 20 г, гомогенізували у фарфоровій 

ступці з стерильним піском і розчиняли в 180 см3 стерильного фізіологічного 

розчину. Отримували перше розведення. Суспензію залишали на 15 хвилин, 

після чого профільтровували через паперовий фільтр. Далі з першого 

розведення готували подальші десятикратні розведення. Для цього 

А Б В 

Г Д 
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застосовували стерильні піпетки місткістю 1 см3. Перед відбором ретельно 

перемішували вміст пробірки піпеткою. Переносили 1 см3 першого 

розведення у пробірку з 9 см3 стерильного фізіологічного розчину не 

занурюючи піпетку у розчинник. Повторювали методику розведення 

відбираючи 1 см3 кожного наступного розведення в пробірку з 9 см3 

стерильного фізіологічного розчину поки не досягали потрібного розведення. 

Глибинним способом висівали розведення в чашки Петрі з щільним 

елективним середовищем для ентерококів та в пробірки з ГМ. Через 48 годин 

витримування культур в термостаті за температури - 37°С з кожної чашки 

Петрі, де спостерігався ріст мікроорганізмів, мікробіологічною петлею 

відбирали ізольовані колонії навколо яких колір середовища з рожево-

фіолетового змінився на жовтий (рис.4.2) і засівали їх в пробірки з рідким 

МРС.  

Рис. 4.2. Зміна кольору елективного середовища навколо колоній ентерококів 

Мікроорганізми в пробірках з ГМ, при наявності ознак росту (осаду або 

помутніння середовища) перевивали в нове середовище. Після вирощування 

для всіх зразків методом світлової мікроскопії було проведено контроль 

чистоти культур, попередньо пофарбованих бактеріальних препаратів 

барвником генціанвіолетовим, та відібрано деякі з них для подальшої 

ідентифікації за морфологічними ознаками клітин. 
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При наявності в мікропрепаратах сторонніх мікроорганізмів або 

значної морфологічної гетерогенності культури процес виділення чистої 

культури повторювали шляхом глибинного посіву в чашки Петрі з 

агаризованим середовищем МРС. 

Ріст або відсутність росту визначали візуально (після струшування 

пробірки) за наявністю або відсутністю помутніння чи осаду. Посіви 

мікроскопіювали і відбирали зразки культур бактерій за їх морфологічними 

властивостями. 

Колонії виділених культур засівали та підтримували в МРС і ГМ. 

4.5. Методи аналізу, скринінгу та ідентифікації бактеріальних 

культур 

Мікроскопіювання 

Готували мазки, та фарбували їх за допомогою папірців з 

генціанвіолетом. 

На висушені та пофарбовані мазки наносили 1-2 краплі імерсійної олії 

на мазок та здійснювали аналіз за допомогою мікроскопу Motic (Fischer 

Bioblock) з вмонтованою відеокамерою TopView 1000 зі збільшенням в 1000 

разів. 

Порівняння активності культур 

Відбір культур за активністю здійснювали засівом відібраних зразків в 

пробірки з рідким МРС та культивуванням в термостаті за 37°С протягом 8 

год. Після 8-годинного культивування з пробірок відбирали по 1 мл 

культуральної рідини і робили ряд 10-кратних розведень в пробірках з 9 см3 

фізіологічного розчину . З 5 по 7 розведення глибинно засівали чашки Петрі з 

агаризованим середовищем МРС. 

Тести по зброджуванню вуглеводів.  

Видову ідентифікацію проводили шляхом культивуванням 

бактеріальних культур в середовищі за Скородумовою [122] з рядом різних 

вуглеводів (табл. 4.5). 

 



51 

Таблиця 4.5 

Склад середовища за Скородумовою 

№ Найменування компонентів Витрата на 1 дм3 середовища 

1 Дріжджовий автолізат 25 см3 

2 NaHPO4 1 г 

3 KH2PО4 1 г 

4 MgSO4 1г  

5 Пептон 5 г 

6 Бромтимоловий синій (індикатор) 1 см3 

Методика приготування середовища та визначення рівня 

зброджування вуглеводів: 

Після розчинення компонентів в дистильованій воді середовище 

стерилізували та доводили значення рН в межах 6,8-7,0. Після чого 

середовище розливали по 5 мл в пробірки. Кінцевий колір середовища – 

зелений (рис. 4.3 (а)). В кожну пробірку додавали по 0,5 см3 10%-го розчину 

вуглеводу і 0,1 см3 досліджуваної культури штаму. Вимірювали рН і потім 

ставили в термостат на 48 годин при 37°С. Потім візуально за зміною 

кольору середовища з зеленого на жовтий (рис. 4.3 (б), що вказує на 

зниження рН культуральної рідини середовища визначали зброджування того 

чи іншого вуглеводу. Використовувані вуглеводи: D-арабіноза, дульцитол, 

целобіоза, інозитол, сорбіт, фруктоза, галактоза, глюкоза, мальтоза, манноза, 

манніт, мелібіоза, меліцитоза, рамноза, рибоза, трегалоза, ксилоза. 

Рис. 4.3. Початок тесту – (а), в кінці тесту на зброджування вуглеводів – (б). 

4.6. Реактивація ліофілізованих культур молочнокислих бактерій 

Задля проведення дослідження властивостей виділених бактерій, 

порівняльні культури молочнокислих бактерій було реактивовано з 

ліофілізованого стану. 

а б 
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Дотримуючись умов асептики флакон із ліофілізованою бактеріальною 

культурою відкривали, і її вміст розчиняли в 3,0±0,5 см3 фізіологічного 

розчину за температури 37,0±1,0 °С. Цією кількістю культури інокулювали 

20 см3 рідкого поживного середовища МРС. Культивування культури 

проводили протягом 30±6 год. за температури 37,0±1,0°С. 

Одержану первинну культуру контролювали на присутність сторонніх 

мікроорганізмів висівом на МПА та використовували для приготування 

вторинної культури. 

Посівна доза для приготування вторинної культури складала 8±2%. 

Посіви інкубували за температури 37,0±1°С протягом 21±3 годин. Вторинну 

культуру також контролювали на сторонню мікрофлору та використовували 

для приготування інокуляту лактобактерій у кількості 5,0±1%. 

4.7. Силосування кукурудзи в лабораторних умовах 

Силосування в умовах лабораторії проводили наступним чином: 

подрібнену кукурудзу закладали в скляні банки, ретельно утрамбовували і 

герметично закривали. Доза внесення препаратів становила – 100 см3 на 1 т 

зеленої маси. Кінцева концентрація мікроорганізмів в рослинній сировині 

становила 5,2-6,3∙105 КУО/см3. Тривалість витримки – 4 тижні. 

4.8. Аналіз готового силосу  

4.8.1. Активна кислотність  

Проведення визначення [123]: 

У підготовлені по водні екстракти силосу поміщали скляний електрод і 

сольовий контакт електрода порівняння рН-метру. Після остаточного 

встановлення потенціалу знімали показання з шкали приладу. Показання 

приладу зчитували з похибкою до 0,05 од рН. 

Електроди при перенесенні з однієї проби в іншу обмивали 

дистильованою водою і сушили фільтрувальним папером. 
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Обробка результатів 

За остаточний результат випробування приймали середнє арифметичне 

результатів двох паралельних визначень, допустимі розбіжності між якими 

не перевищували 0,15 од рН.  

4.8.2. Визначення вмісту сухих речовин 

Список реактивів: Хлористий кальцій, концентрована і розбавлена 

водою дистильованою (1:1) соляна кислота, вода дистильована. 

Проведення визначення  [124]:  

Алюмінієві бюкси відповідних розмірів висушували при температурі 

(105 ± 2)° С протягом 1 год., охолоджували в ексикаторі і зважували. 

 У зважений бюкс поміщали випробувану пробу силосу масою 5-70 г. 

Бюкс з випробуваною пробою поміщали в сушильну шафу. Кришку знімали і 

ставили поруч. Сушіння проводили при температурі (105 ± 2)° С протягом 6 

годин. Після сушіння бюкс закривали кришкою, охолоджували в ексикаторі 

до кімнатної температури. Зважування порожнього бюкса, навішування 

проби, а також бюкса з висушеною наважкою проводили з точністю ± 0,01 г. 

 Проби повторно підсушували протягом 1 год. і після охолодження 

знову зважували. Масу вважали постійною, якщо різниця між першим і 

другим зважуваннями висушеної і охолодженої проби не перевищувала 0,5% 

маси висушеної проби. 

Обробка результатів 

Масову частку сухої речовини, %, в випробуваній пробі обчислювали 

за формулою 4.1:  

                                                    ,                                            (4.1) 

де m1 - маса бюкса, г; 

m3 - маса бюкса з пробою до висушування, г; 

m2- маса бюкса з пробою після висушування, г; 

100 - коефіцієнт перерахунку в відсотки. 
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За остаточний результат визначення приймали середньоарифметичне 

значення двох паралельних визначень масової частки сухої речовини.  

Числове значення результату визначення повинно закінчуватися 

цифрою того ж розряду, що і значення межі абсолютної похибки. 

До середньоарифметичного значення вмісту сухої речовини в 

силосованих і зелених кормах вносили поправки на втрати летких речовин в 

процесі сушіння. 

 Вміст сухої речовини в кукурудзі розраховували за формулою 4.2: 

                                                ,                                        (4.2) 

де, СВк - значення вмісту сухої речовини, скоригованого з урахуванням 

втрат летючих речовин, %; 

СВ  - значення вмісту сухої речовини, встановленого за допомогою 

аналізу, %; 

4.8.3. Визначення вмісту розчинних вуглеводів 

Список реактивів: цинк сірчанокислий 7-водний, цинк оцтовокислий 2-

водний, антрон, глюкоза безводна, калій залізистосинеродистий 3-водний, 

вода дистильована.  

Проведення визначення [125]: 

Отримання екстракту розчинних вуглеводів 

Вибірку силосу масою не менше 100 г висушували в сушильній шафі 

при температурі 60-65°С. Висушену пробу подрібнюють в ступці.  

Наважку подрібненої в ступці випробовуваної проби масою близько 0,5 г, 

зважену з точністю до 0,001 г, поміщали в колби місткістю 150 см3 і заливали 

60 см3 дистильованої води, нагрітої до температури 60° С. Після чого колби 

перемішували на мішалці з частотою струшування 200 коливань в хвилину 

протягом 15-20 хв. Розчин фільтрували через скляну воронку з паперовим 

фільтром в мірну колбу місткістю 100 см3. Осад переносили на фільтр і 

промивали невеликою кількістю дистильованої води. Після охолодження 

розчин доводили до мітки дистильованою водою і ретельно перемішували. 
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Отримували вихідний неосвітлений екстракт розчинних вуглеводів. Екстракт 

зберігали в холодильнику не більше доби. 

Освітлення розчинів 

Для освітлення розчину в мірну колбу місткістю 100 см3 відбирали 5-10 

см3 з екстракту. Доливали дистильовану воду до заповнення близько 2/3 

об'єму колби. Потім в цю ж колбу додавали по 2 см3 розчинів сірчанокислого 

або оцтовокислого цинку і розчину залізистосинеродистого калію (жовтої 

кров’яної солі). Розчини з випавшим аморфним осадом доводили до мітки 

дистильованою водою, ретельно перемішували і залишали на 20 хв. при 

періодичному перемішуванні. Розчин фільтрували через паперовий фільтр в 

суху конічну колбу місткістю 100 см3, відкидаючи перші порції фільтрату. 

При аналізі проби, що містить невелику кількість вуглеводів, освітлення 

проводили безпосередньо після екстракції, додаючи освітлюючі розчини в 

колбу з вихідним розчином. Обсяг доводили до мітки дистильованою водою і 

ретельно перемішують. Освітлений розчин зберігали в холодильнику не 

більше доби. 

Фарбування розчинів і вимір їх оптичної густини 

Фарбування освітленого розчину екстракту та розчинів порівняння 

проводили в термостійких пробірках з притертими пробками. 

У пробірки піпеткою вливали 10 см3 антронового реактиву. Потім в 

одну серію пробірок вносили по 2 см3 освітлених розчину екстракту, в другу 

- розчинів порівняння глюкози. Пробірки закривали притертими пробками і 

вміст ретельно струшували. Розчини повинні бути прозорими. Якщо розчин 

каламутний, то замість 10 см3 антронового реактиву використовували 15 см3, 

повторюючи фарбування. Потім пробірки відкривали і поміщають в киплячу 

водяну баню, встановлюючи штатив із пробірками так, щоб його дно не 

стосувалося дна бані. При нагріванні стежили, щоб в пробірки не потрапила 

вода. При нагріванні з'являється блакитно-зелене або зелене забарвлення. 

Через 20 хв. пробірки виймали з бані, охолоджували у водопровідній воді і 

через 30 хв. вимірювали оптичну щільність розчинів щодо нульового розчину 
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порівняння при довжині хвилі 625 нм (червоний світлофільтр), 

використовуючи кювети з товщиною поглинаючого світло шару 10 або 20 

мм. 

Приготування основного розчину глюкози 

Розчиняли в дистильованої воді, попередньо прокип'яченій і 

охолодженій до 20 °С, 0,3 г глюкози в мірній колбі місткістю 1000 см3. 

Розчин доводили до мітки дистильованою водою і перемішували. У розчин 

додавали кілька крапель толуолу.  

Приготування розчинів порівняння глюкози 

У мірні колби місткістю 100 см3 наливали основний розчин глюкози в 

обсягах, зазначених в табл. 4.6, доводили обсяг розчинів дистильованою 

водою до мітки і ретельно перемішували.  

Таблиця 4.6. 

Об’єм основного розчину глюкози, см3 Маса глюкози в 2 см3 розчинів порівняння, мг 

0 0 

5 0,03 

10 0,06 

15 0,09 

20 0,12 

25 0,15 

Вміст вуглеводів в досліджуваній пробі визначали по калібрувальному 

графіку, побудованим за результатами вимірювання оптичної щільності 

розчинів порівняння глюкози. Для побудови калібрувального графіка по осі 

абсцис відкладали масу глюкози в міліграмах, що міститься в 2 см3 розчинів 

порівняння, на осі ординат - відповідну їй оптичну щільність. Вимірювання 

проводили в діапазоні оптичної щільності 0,15-0,60. Якщо вихідні розчини, 

приготовлені без розведення, при вимірі мали дуже низьку оптичну 

щільність, аналіз повторювали, збільшуючи наважку проби або обсяг 

розчинів екстракту. Якщо отримували високу оптичну щільність, 

досліджувані розчини перед фарбуванням розбавляли нульовим розчином. 
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Обробка результатів 

Масову частку розчинних вуглеводів в випробуваній пробі у відсотках 

(%) обчислювали за формулою 4.3: 

                                                     ,                                                 (4.3) 

де m - маса цукру, що міститься в 2 см3 екстракту, визначена за 

градуювальним графіком, мг; 

V - обсяг вихідного неосвітленого екстракту, см; 

V1 - обсяг освітленого екстракту, см3 (100 см3); 

V2  - обсяг вихідного екстракту, взятого для освітлення, см3; 

2 - обсяг освітленого екстракту, взятого для фарбування, см3; 

m1 – маса наважки, мг; 

100 - коефіцієнт перерахунку в %. 

За остаточний результат випробування приймали середнє арифметичне  

результатів двох паралельних визначень. 

Результати обчислювали до другого десяткового знаку і округлювали 

до першого десяткового знаку. 

Допустимі розбіжності між результатами двох паралельних визначень 

(dабс) і між двома результатами, отриманими в різних умовах (Dабс) при 

довірчій ймовірності P = 0,95 не повинні перевищувати значень розрахованих 

по формулам 4.4 та 4.5: 

                                                 ,                                      (4.4) 

                                               ,                                      (4.5) 

 де X` - середнє арифметичне результатів двох паралельних визначень,%; 

  X`` - середнє арифметичне результатів двох визначень, виконаних в різних 

умовах,%. 

Граничну похибку результату аналізу (Δ∑) при односторонній довірчої 

ймовірності P = 0,95 обчислювали за формулою 4.6: 

                                                                                                                                                                  (4.6) 
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Масову частку розчинних вуглеводів у відсотках на суху речовину 

обчислювали за формулою 4.7: 

                                                                                            (4.7) 

де Х  - масова частка розчинних вуглеводів в випробуваної пробі,%; 

В - масова частка вологи в випробуваної пробі, %. 

4.8.4. Визначення масової частки органічних кислот 

Список реактивів:  Оксид кальцію (10 %-й водний розчин), Мідь 

сірчанокисла 5-водна (10 %-й водний розчин), калій двохромовокислий, 

сірчана кислота, гідроксид натрію (0,1 моль/дм3), фенолфталеїн, вода 

дистильована. 

Проведення визначення [126]:  

Аналізовану пробу подрібненого корму масою 100 г при його 

натуральній вологості поміщали в колбу місткістю 1000 см3 і доводили до 

мітки дистильованою водою. Колбу закривали пробкою і струшували, після 

чого ставили в прохолодне місце для настоювання на 10-12 год. (зазвичай на 

ніч), а після закінчення цього часу витяжку фільтрували через вату в 

широкогорлій воронці. 

Для осадження цукрів 200 см3 отриманого фільтрату поміщали в мірну 

колбу місткістю 250 см3, додають 20 см3 суспензії оксиду кальцію і 10 см3 

розчину сірчанокислої міді, струшували і залишали на 1 год. Потім доводили 

об'єм розчину до мітки дистильованою водою, перемішували і фільтрували 

через сухий складчастий фільтр. 

200 см3 отриманого обезцукреного фільтрату поміщали в круглу 

плоскодонну колбу місткістю 500 см3, додавали для вивільнення кислот в 5 

см3 розчину сірчаної кислоти масовою часткою 50% і чотири-п'ять шматочків 

пемзи, збовтували, з'єднували з прямим холодильником і нагрівали. 

Далі провили відгін 100 см3 протягом 20-30 хв. з моменту закипання 

(дистилят 1), а потім, не перериваючи відгону, в іншу мірну колбу 

відганяють ще 50 см3 протягом 10-15 хв. (дистилят 2). Як приймач 
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використовують мірні колби місткістю 50 і 100 см3 з притертими пробками; 

колби після відгону відразу закривали. 

До залишку рідини в відгінній колбі після відгону дистилятів 1 і 2 

додавали 55 см3 розчину біхромату калію для окислення молочної кислоти в 

оцтову і 100 см3 води. Рідину в колбі нагрівали до кипіння і відганяли 50 см3 

дистиляту протягом 10-15 хв. (дистилят 3). 

Дистиляти переносили з мірних колб в конічні, ополіскуючи їх 10-15 

см3 води і зливали її також в конічні колби. Дистиляти титрували 0,05 

моль/дм3 розчином гідроксиду натрію в присутності фенолфталеїну до слабо-

рожевого забарвлення, яке не зникало протягом 1 хв. Обсяг витраченого на 

титрування розчину гідроксиду натрію множили на 1,25, так як при 

обезцукрюванні 200 см фільтрату доводили реактивами і водою до 250 см, а 

для дистиляції беруть 200 см3. 

Обробка результатів: 

 Масову частку органічних кислот [оцтової Х, масляної Х1 і молочної  

кислот Х2] в пробі,%, обчислювали за формулами 4.8-4.10: 

                                      ,                                       (4.8) 

                                       ,                                       (4.9) 

                            ,                         (4.10) 

де, V1, V2, V3 – обсяг розчину 0,05 моль/дм3 гідроксиду натрію 

витраченого на титрування дистилятів 1, 2 і 3, відповідно, см3. 

За остаточний результат випробування приймають 

середньоарифметичне результатів двох паралельних визначень. 

Допустимі відхилення між результатами двох паралельних визначень 

не повинні перевищувати 0,03%. 

4.8.5. Метод визначення сирого протеїну. 

Суть методу полягає в розкладанні проби органічної речовини 

концентрованої сірчаної кислотою з утворенням солей амонію і подальшому 
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фотометричному визначенні азоту у вигляді пофарбованого індофенольного 

з'єднання, що утворюється в лужному середовищі при взаємодії з 

саліцилатом і гіпохлоритом натрію і має максимум світлопоглинання при 655 

нм. Концентрація азоту в фотоколориметрованих розчинах повинна бути 

0,01-0,14 мг / см. 

 Список реактивів: Хлорид амонію, натрію гідроксид (2 моль/дм3), 

саліцилат натрію, нітропрусидний натрій, калій виннокислий, трилон Б, 

сірчана кислота, хлорне вапно, селен, перекис водню, карбонат натрію 

безводний, соляна кислота, йодид калію, тіосульфат натрію, вода 

дистильована.  

Приготування розчину № 1: 

57 г саліцилату натрію, 17 г калію виннокислого і 27 г гідроксиду 

натрію розчиняли в 700 см3 дистильованої води. Розчин кип’ятили близько 

20 хв. для видалення залишків аміаку. Після охолодження до одержаного 

розчину додавали 0,4 г нітропрусидного натрію та доводили об'єм до 1 дм3 

дистильованою водою. 

Приготування розчину № 2: 

До 50 см3  розчину № 1 доливали 400 см3 дистильованої води і 10 см3  

розчину гідроксиду натрію = 2 моль/дм3, після чого додавали 1 г трилону Б. 

Приготування розчину № 3: 

150 г хлорного вапна перемішували в склянці на 500 см3. В іншій 

склянці 105 г карбонату натрію розчиняли в 250 см3 дистильованої води. 

Обидва розчини зливають разом при постійному перемішуванні. Маса 

спочатку густіла, після чого розріджувалася. Суспензію залишали на 1-2 доби 

для відстоювання, після чого прозору рідину зливали і декантували через 

паперовий фільтр. 

В розчині № 3 знаходили концентрацію активного хлору. Для цього 1 

см3 прозорого фільтрату розчину № 3 розбавляли в конічній колбі на 100 см3 

дистильованою водою до 40-50 см3, додавали 2 г йодистого калію і 10 см3 

1 моль/дм3 розчину соляної кислоти. Утворений йод відтитровували 
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розчином тіосульфату натрію 0,1 моль/дм3 до зникнення вишневого 

забарвлення 

Концентрацію активного хлору, (с) г/дм3, знаходили по формулі 4.11: 

                                 ,                                         (4.11) 

де V – об'єм розчину тіосульфату натрію 0,1 моль/дм3, що пішов на 

титрування 1 см3 розчину № 3, см3. 

0,00355 - маса хлору, яка відповідає 1 см3 тіосульфату натрію 0,1 

моль/дм3, г. 

1000 – коефіціент перерахунку. 

Приготування розчину № 4: 

Розчин № 3 розбавляли дистильованою водою до концентрації 

активного хлору 1,2 г/дм3 і використовували для аналізу впродовж одного 

дня. 

Об’єм розчину № 3, необхідний для приготування певного об’єму розчину 4 

вираховували по формулі 4.12: 

                                                            ,                                               (4.12) 

де 1,2 – необхідна концентрація хлору, г/дм3; 

V – об’єм розчину № 3, необхідний для приготування V1 см3 розчину 

№ 4, см3; 

V1 – одержуваний об’єм розчину № 4, см3; 

с - концентрація активного хлору, г/дм3. 

Підготовка проб до випробування [127]: 

Середню пробу силосу подрібнювали на відрізки довжиною 1-3 см. Методом 

квартування виділяли частину середньої проби, маса якої після висушування 

повинна бути не менше 50 г. Висушування проб проводили в сушильній шафі 

при температурі 60-65 ° С до повітряно сухого стану. 

Проведення визначення [127]: 

Приготування мінералізату 

У довгій сухій пробірці, яка вільно входить в горло термостійкої колби 

або, зважували 0,2-0,3 г досліджуваної проби корму. Вставивши пробірку з 
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пробою в колбу до її дна, висипали наважку і знову зважували пробірку. По 

різниці між першим і другим зважуванням визначали масу навішування, 

взятої для аналізу. До навішування додають 2 см3 30%-ного розчину 

перекису водню. Через 1,5-2 хв. додавали 3 см3 концентрованої сірчаної 

кислоти, що містить селен, і злегка струшували. Пробірки або колби 

поступово нагрівали до 340-380 ° С. Мінералізацію проб продовжують до 

повного знебарвлення розчину. Якщо через 1,5-2 год. не відбувається 

знебарвлення, розчин охолоджували до 60-80°С, доливають 1 см3 перекису 

водню і кип'ятили до повного знебарвлення. 

Після знебарвлення розчин охолоджували, кількісно переносили в 

мірну колбу, доводили дистильованою водою до 100 см3 і перемішували. 

Допускається проводити мінералізацію в каліброваних пробірках. 

Фотометричне визначення азоту в мінералізаті 

Для визначення азоту в конічну колбу місткістю 100 см3 піпеткою 

відбирали 0,5 см3 мінералізату, доливали до нього 50 см3 розчину 2 і 

перемішували, потім додавали піпеткою або шприцом-дозатором 2,5 см  

розчину 4, знову перемішували і залишали розчин на 1 год. при кімнатній 

температурі для повного розвитку забарвлення. 

Оптичну щільність розчинів вимірювали щодо розчину порівняння, що 

не містить азот, в кюветах з товщиною просвічує шару 10 мм, 

використовуючи червоний світлофільтр з максимумом пропускання 620-

670 нм. 

 Якщо показання приладу для випробуваного розчину перевищувало 

показання восьмого розчину порівняння, то вихідний розчин мінералізату 

розбавляли першим розчином порівняння до оптимальної для фотометрії 

концентрації (оптична густина 0,2-0,8). 

Одночасно проводили контрольний дослід на забруднення води і 

реактивів аміаком, без взяття наважки силосу. 
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Обробка результатів: 

Масову частку азоту (Х) у відсотках в досліджуваній пробі 

обчислювали за формулою 4.13: 

                                                      ,                                            (4.13) 

 де, m - вміст азоту в наважці (в 100 см  розчину), знайдений за 

калібрувальним графіком, мг; 

 m1 - вміст азоту в 100 см  розчину контрольного досвіду, знайдений за 

калібрувальним графіком, мг; 

 m2 - маса наважки, мг. 

Якщо вихідний розчин мінералізату перед аналізом був розбавлений, 

отриманий результат збільшували у стільки разів, у скільки був розбавлений 

вихідний розчин. 

За остаточний результат випробування приймали середнє арифметичне 

результатів двох паралельних визначень. Результати обчислювали до 

третього десяткового знаку і округлювали до другого десяткового знаку. 

 Граничну похибку результату аналізу(Δ∑) при односторонній довірчої 

ймовірності P = 0,95 обчислюють за формулою 4.14: 

                                    ,                                        (4.14) 

Масову частку азоту в сухій речовині (Х1) у відсотках обчислювали за 

формулою 4.15: 

                                            ,                                                 (4.15) 

де, Х - масова частка азоту в випробуваної пробі,%; 

W - масова частка вологи в випробуваної пробі,%. 

Масову частку сирого протеїну в випробуваної пробі (X2) або в сухій 

речовині (X3) у відсотках обчислювали за формулою 4.16: 

                                      ,                                        (4.16) 
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де, 6,25 - коефіцієнт перерахунку загального вмісту азоту на сирий 

протеїн; 

Х - масова частка азоту в випробуваної пробі,%; 

Х1 - масова частка азоту в сухій речовині,% 

4.8.6. Метод визначення аеробної стабільності силосу 

Аеробну стабільність силосу визначали за часом, який проходить від 

моменту відкриття силосу (контакту з киснем) до підвищення температури 

силосу на 2 °С. 

4.9. Вирощування культур та культивування їх композицій 

Всі культури вирощували попередньо у пробірках з МРС протягом 14 

год. в термостаті при 37°С. Після чого по 3-4,5 см3 відповідної культури в 

залежності від композиції в умовах асептики вносили у колбу об’ємом 250 

см3 з 150 см3 середовища МРС, загальний об’єм внесеної дози – 9 см3 (6% від 

об’єму середовища). Так само вносили і всі інші складові культури. Після 

внесення вміст колб перемішували, відбирали зразок для встановлення 

початкового титру висіваючи його розведення в чашки Петрі з щільним МРС 

та після витримці протягом 48 годин в термостаті при 37°С рахували колонії і 

перераховували на кількість клітин. Після відбору зразку колби закривали 

ватно-марлевою пробкою та ставили на 14-годинне культивування в 

термостат при 37°С. Кожні 2 години відбирають зразок культуральної рідини 

з подальшим висівом на щільне МРС з встановленням титру клітин у 

культуральній рідині. 

4.10. Оптимізація поживного середовища 

В якості основи середовища використовували гідролізоване молоко з 

додаванням солей: калій фосфорнокислий однозаміщений – 2 г/л; марганець 

сірчанокислий 5-водний – 0,05 г/л; магній сірчанокислий 7-водний – 0,2 г/л, 

твін-80 – 1,0 мл/л.  

В експериментальні середовища вносили глюкозу, сухий концентрат 

кукурудзяного екстракту у кількості 10-20 г/л, казеїновий пептон – 5-10 г/л, 
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сухий концентрат дріжджового екстракту (ДЕ) – 3-7 г/л, ацетат натрію (АН) – 

2-4 г/л та цитрат натрію (ЦН) – 3-7 г/л. Контроль – середовище МРС. 

В якості посівного матеріалу використовували добові культури, що 

входять до складу новоствореної бактеріальної композиції з титром не менше 

1,0∙108 КУО/см3, які вносили в кількості 6 % від об’єму середовища за їх 

співвідношення 1:1:1. Вихідне значення оптичної густини бактеріальної 

суспензії складало 0.1 од. (за 590 нм). 

Для постановки дослідження з пошуку оптимального середовища, було 

використано методологію математичного планування експерименту (МПЕ). 

Для скорочення кількості дослідів для 6 факторів було використано 

ротатабельний центрально-композиційний план (РЦКП). Критерієм 

оптимальності було обрано оптичну густину культуральної рідини, що 

характеризує приріст біомаси. Після ряду вимірювань оптичної густини до 

внесення інокуляту, внаслідок додавання забарвлених складових середовища 

в різних концентраціях (кукурудзяний та дріжджовий екстракти) вносилися 

поправки до значення в кінці культивування. Культивування мікроорганізмів 

вели у періодичному режимі зі стабілізацією pH культуральної рідини в 

діапазоні 6.0-6.5 од. впродовж 14 год. за температури (36±1) ºС. Рівень 

накопичення біомаси за оптичною густиною визначали 

спектрофотометричним методом на cпектрофотометрі Unico S 2100+ (за 

довжини хвилі – 590 нм). 

4.11. Оптимізація технологічних параметрів культивування 

бактеріальної композиції 

Дослідження впливу технологічних параметрів на ростові властивості 

молочнокислих бактерій здійснювали за аналогічною методикою РЦКП. 

Культивування здійснювали на середовищі попередньо оптимізованого 

складу. Визначення температурного оптимуму проводили в межах 33-38 ºС, 

підтримуючи необхідну температуру в термостаті під час всього 

культивування. Тоді як, для визначення оптимального pH, було обрано 

діапазон значень – 6,0-7,0 од. Визначення активної кислотності в 
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культуральній рідині проводили – потенціометрично. Значення кислотності 

підтримували на одному рівні додаванням 25%-го водного розчину аміаку. 

4.12. Математичне планування та статистична обробка результатів 

Планування експерименту та обробка даних здійснювалася за 

допомогою програмного середовища для статистичного аналізу STATISTICA 

12. В ході обробки результатів вираховувалися коефіцієнти рівняння 

полінома регресії і їх дисперсії. Перевірка адекватності одержаного відгуку 

здійснювалася по критерію Фішера. Значення експериментальних даних, а 

також коефіцієнтів регресії вважалися статистично значимими, якщо p≤0.05. 

4.13. Вибір захисного середовища для ліофілізації 

Використовувалися 4 варіанти захисних середовищ. ЗС 1: сухе 

знежирене молоко – 10 г, цитрат натрію – 0,2 г, сахароза - 1,0 г, сульфат 

магнію – 0,05 г, дистильована вода – до 100 см3. ЗС 2: сухе знежирене молоко 

– 3 г, сахароза – 15 г, желатин – 5 г, дистильована вода – до 100 см3. ЗС 3: 

цитрат натрію – 5 г, сахароза – 25 г, агар – 0,1 г, дистильована вода – до 100 

см3. ЗС 4: сухе знежирене молоко – 14 г, інозит – 10 г, агар – 0,1 г, 

дистильована вода – до 100 см3. Контроль – дистильована вода. Для оцінки 

ефективності захисного середовища визначали ступінь виживання бактерій 

за співвідношенням чисельності клітин до та після ліофілізації в 1 см3 

бактеріальної суспензії. Для цього, бактеріальну композицію культивували 

упродовж 14 годин за температури 37 °С, після чого змішували з захисним 

середовищем в співвідношенні 1:1, отриману суспензію розливали у флакони 

по 2 см3. Після цього поміщали в сушильну камеру. Проводили процес в 

сублімаційній сушарці ТГ15 за наступного технологічного режиму: 

початкова температура мінус (40±1) °С, кінцева – плюс (30±2) °С, 

залишковий тиск - не більше 6,65 Па (0,679 кгс/м2). Тривалість сушіння – 30-

34 год. Після висушування, порошок бактеріальної біомаси з залишками 

компонентів середовищ відновлювали водою до вихідного об’єму.  
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РОЗДІЛ 5. РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

5.1. Силосування кукурудзи з обробкою L. buchneri 3806 

Для створення бактеріальної композиції, було вирішено знайти та 

виділити потенційні складові для бактеріального препарату. В попередніх 

дослідженнях було встановлено, що штам L. buchneri 3806, що був виділений 

з кукурудзяного силосу є перспективною складовою нових біопрепаратів за 

рахунок гетероферментативного метаболізму. Саме тому, в даному 

дослідженні цей штам був основою комбінацій бактеріальних композицій.  

Перш за все, для вибору додаткових штамів було необхідним дослідити 

властивості препарату на основі лише штаму L. buchneri 3806, шляхом 

обробки силосу кукурудзи. Для цього щільно закладену кукурудзу ретельно 

утрамбовували в скляній банці. Далі одну частину зразків обробляли 

суспензією L. buchneri 3806 (дослід) а іншу залишали без обробки (контроль) 

після чого банки герметично закривали і залишали до кінця дослідження. 

Через 28 днів банки відкривали та знаходили значення хімічні показники 

силосу: вміст сухих речовин, вуглеводів, органічних кислот, сирого протеїну, 

та активної кислотності. Результати наведені в табл. 5.1 

Таблиця 5.1 

Вплив обробки L. buchneri 3806 на хімічні показники силосу 
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28 
35,72 

±0.12 

33,31 

±0.09 9,6 

±0.18 

8,5 

±0.03 35.41 

±0.11 

21.48 

±0.03 

4.52 

±0.1 
62.73 36.99 0.53 

Д 33,92 

±0.06 

9,16 

±0.07 

31,87 

±0.18 

4.57 

±0.1 
58.79 41.21 0 

Примітка. К - контроль, Д - L.buchneri 3806. 

Змн. Арк. № докум. Підпис Дата 

Арк. 
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Штами L. buchneri показали краще збереження сухих речовин, та сирого 

протеїну в силосі, разом з водорозчинними вуглеводами. Значення активної 

кислотності для L. buchneri дещо вищі за контроль, що пояснюється вищим 

вмістом оцтової кислоти. Для дослідного силосу порівняно з контролем 

характерна повна відсутність масляної кислоти, що свідчить про гарні 

консерваційні властивості обробки. Загалом препарат проявив гарний ефект 

на показники силосу, проте для того, щоб бути дійсно ефективним, йому не 

вистачає швидкості в накопиченні молочної кислоти, внаслідок чого в силосі 

створюється хоч і достатні, проте не найкращі показники кислотності. 

Для компенсації цих негативних проявів, на основі аналізу літератури, 

в якості інших бактеріальних культур були обрані L. acidophilus 7074, L. casei 

3300, L. brevis 3432, а також штам L. plantarum 3796, який був виділений з 

кукурудзяного силосу разом з L. buchneri 3806. В якості перспективних 

культур, які було заплановано додатково виділити для створення композиції, 

було обрано Enterococcus faecium. 

5.2. Виділення, відбір та ідентифікація ентерококів 

В якості джерела вилучення ізолятів ентерококів було використано 

фекалії кролів. Відповідні зразки були відібрані і в подальшому 

гомогенізовані з одержанням дослідної суспензії в фізіологічному розчині.  

Для одержання ізолятів з бажаними властивостями було проведено 

висів розведень дослідної суспензії на чашки Петрі з елективним 

середовищем, а також на ГА попередньо накопичених в ГМ. З щільних 

середовищ було відібрано 8 ізолятів, морфолого-культуральний опис яких 

наведено в табл. 5.2, після чого ними засівали пробірки з МРС та ГМ. 

Після перегляду культурально-морфологічних ознак ізолятів для 

подальших досліджень було обрано зразки A, C, G, H. Так як деякі з обраних 

зразків були гетерогенними, для розділення та одержання чистих культур всі 

культури глибинно висівали на чашки Петрі зі щільним МРС та ставили в 

термостат на 48 годин за температури 37°С. 
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Таблиця 5.2 

Морфолого-культуральні ознаки одержаних ізолятів 

Позначення 

ізоляту 

Середовище з якого 

одержувалися ізоляти 
Культуральні ознаки 

Морфологічні 

ознаки 

A 

Елективне 

середовище для 

Enterococcus faecium 

Колонії жовтого кольору, 

непрозорі, круглої форми 

та у формі човників. 

Розміри колоній 1-3 мм в 

діаметр, або в довжину. 

Дрібні кокові 

клітини, зібрані в 

ланцюжки по 4-5 

клітин. 

B 

Елективне 

середовище для 

Enterococcus faecium 

Колонії жовтого кольору, 

непрозорі, круглої форми 

та у формі човників. 

Розміри колоній 1-3 мм в 

діаметр, або в довжину. 

Дрібні кокові 

клітини, є 

поодинокі клітини, 

зібрані в різної 

довжини 

ланцюжки. 

C 

Елективне 

середовище для 

Enterococcus faecium 

Колонії жовтого кольору, 

непрозорі, круглої форми 

та у формі човників. 

Розміри колоній 1-3 мм в 

діаметр, або в довжину. 

Скупчення 

диплококів та 

ланцюжків від 5 до 

15 клітин. 

D 

Елективне 

середовище для 

Enterococcus faecium 

Колонії жовтого кольору, 

непрозорі, круглої форми 

та у формі човників. 

Розміри колоній 1-3 мм в 

діаметр, або в довжину. 

Скупчення 

диплококів та 

ланцюжків від 5 до 

15 клітин 

E ГА 

Колонії білого кольору, 

непрозорі, без блиску, 

круглої форми та у формі 

човників. Розміри колоній 

1-3 мм в діаметр, або в 

довжину. 

Дрібні поодинокі 

коки, та короткі 

палички 

F ГА 

Колонії білого кольору, 

непрозорі, без блиску, 

круглої форми та у формі 

човників. Розміри колоній 

1-3 мм в діаметр, або в 

довжину. 

Дрібні поодинокі 

коки, та короткі 

палички 

G ГА 

Колонії білого кольору, 

непрозорі, без блиску, 

круглої форми та у формі 

човників. Розміри колоній 

1-3 мм в діаметр, або в 

довжину. 

Дрібні коки в 

скупченнях, та 

довгі тонкі палички 

H ГА 

Колонії білого кольору, 

непрозорі, без блиску, 

круглої форми та у формі 

човників. Розміри колоній 

1-3 мм в діаметр, або в 

довжину. 

Коки середніх 

розмірів, поодинокі, 

диплококи та в 

скупченнях 

При аналізі посівів було виявлено відсутність росту висіяних розведень 

зразку Н. 
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З одержаних ізолятів після висіву зразку А було відібрано 5 колоній та 

засіяно пробірки з МРС для С – 10 колоній, та G – 9 колоній. Всі зразки 

характеризувалися наступними ознаками росту в пробірках – помутніння 

середовища, та осад на дні пробірки. Далі проводили мікроскопіювання з 

метою перевірки чистоти культури та встановлення морфологічних ознак – 

табл. 5.3. 

Таблиця 5.3 

Морфологічні ознаки культур після розділення 

Культура Морфологічні ознаки 

А-1 Скупчення коків 

А-2 Скупчення коків 

А-3 Скупчення коків 

А-4 Скупчення коків 

А-5 Скупчення коків 

С-1 Скупчення коків 

С-2 Скупчення коків 

С-3 Ланцюжки коків 

С-4 Скупчення коків 

С-5 Скупчення коків 

С-6 Характерні ланцюжки по 5-15 клітин 

С-7 Скупчення коків 

С-8 Одинокі коки 

С-9 Характерні ланцюжки по 5-15 клітин 

С-10 Скупчення коків 

G-1 Палички 

G-2 Палички 

G-3 Палички 

G-4 Палички 

G-5 Палички 

G-6 Палички 

G-7 Палички 

G-8 Палички 

G-9 Палички 

 

Після аналізу морфологічних ознак було відібрано культури С-3, 6, 8, 9 

через характерні для ентерококів морфологічні особливості. 

Для повторного підтвердження належності цих культур до роду 

ентерококів їх розсівали на елективне середовище для ентерококів.  

В результаті було відібрано 12 штамів ентерококів та проаналізовано їх 

кінцеву морфологію (табл. 5.4). 
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Таблиця 5.4 

Морфологія штамів ентерококів 

Штами Морфологічні ознаки 

С-3-1 Поодинокі коки, скупчення 

С-3-2 Поодинокі коки, скупчення 

С-8-3 Поодинокі коки, скупчення 

С-9-4 Поодинокі коки, диплококи, ланцюжки 

С-9-5 Поодинокі коки, скупчення 

С-6-6 Поодинокі коки, диплококи, ланцюжки 

С-6-7 Поодинокі коки, скупчення 

С-6-8 Поодинокі коки, скупчення 

С-6-9 Поодинокі коки, скупчення 

С-6-10 Поодинокі коки, скупчення 

С-8-11 Поодинокі коки, скупчення 

С-8-12 Поодинокі коки, диплококи, ланцюжки 

Після вивчення морфології для наступного етапу було відібрано штами 

С-9-4, С-6-6 та С-8-12. Перед подальшою ідентифікацією штами відбирали 

по активності росту, для цього їх культивували протягом 8 годин в МРС та 

висівали їх розведення на агаризоване МРС для підрахунку кількості 

колоній, яка накопилася за цей час. Результати наведені на рис. 5.1. 

На основі активності росту було відібрані штами С-6-6 та С-8-12 для 

подальшої видової ідентифікації. 

Видову ідентифікацію штамів ентерококів проводили за спектром 

зброджування ряду вуглеводів в індикаторному середовищі Скородумової 

(табл.5.5).  

Рис. 5.1. Кількість клітин через 8 годин культивування 
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Таблиця 5.5 

Спектр зброджування вуглеводів штамами С-6-6 та С-8-12 

Вуглеводи Зброджування штамом С-6-6 Зброджування штамом С-8-12 

D-арабіноза - - 

дульцитол - - 

целобіоза + + 

інозитол + + 

сорбіт + + 

фруктоза + + 

галактоза + + 

глюкоза + + 

мальтоза + + 

манноза + + 

манніт + + 

мелібіоза - - 

меліцитоза + + 

рамноза + + 

рибоза + + 

трегалоза + + 

ксилоза + + 

Згідно з визначником Бергі штами С-6-6 та С-8-12 належать до виду 

Enterococcus faecium. 

Мікропрепарати штамів С-6-6 та С-8-12 на ведені на рис 5.2. 

Рис. 5.2. Мікропрепарати штамів С-6-6 (а) та С-8-12 (б) пофарбованих 

генціанвіолетом, при збільшенні × 1000. 

Одержані штами використовувалися на наступному етапі дослідження 

в складі бактеріальних композицій. 

а б 
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5.3. Вибір бактеріального складу для комбінованого препарату 

Із перспективних штамів, на основі наших попередніх досліджень, було 

скомбіновано 9 дво- та трьохштамових композицій, які поєднували 

враховуючи різні типи метаболізму молочнокислих бактерій, а саме: 

• облігатно гомо і гетероферментативний: L. buchneri 3806 + 

L. acidophilus 7074/ L. casei 3300/ E. faecium С-8-12/ E. faecium С-6-6; 

• 2 види облігатно гетероферментативних: L. buchneri 3806 + L. brevis 

3432; 

• облігатно і факультативно гетероферментативний: L. buchneri 3806 + 

L. plantarum 3216; 

• облігатно і факультативно гетероферментативний і облігатно 

гомоферментативний: L. buchneri 3806 + L. plantarum 3216 + L. acidophilus 

7074/ L. casei 3300/ E. faecium С-8-12/ E. faecium С-6-6. 

Варіанти комбінацій бактеріального складу наведені в табл. 5.6.  

Таблиця 5.6 

Варіанти бактеріальних композицій 

Номер 

штаму 
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о
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о
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3806 + + + + + + + + + 

7074 +      +   

3300  +        

3432   +       

3216    +   + + + 

С-6-6     +   +  

С-8-12      +   + 

Для більш детальної оцінки, нами було пораховано константу 

швидкості поділу клітин для значень концентрації клітин в часовому 

діапазоні з 4 до 12 годин. Одержані значення наведені в табл. 5.7. видно, що 

згідно константам швидкості поділу, варіант 9 має найбільшу швидкість 

росту популяції. Наближені результати мають варіанти 8 та 4, а найгірші 

результати належать варіанту 3. 
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Таблиця 5.7 

Значення оптичної густини, pH та співвідношення штамів після 14 годин 

культивування 

Варіант 

композиції 

Константа 

швидкості 

поділу ν, год-1 

Оптична 

густина 

D 

pH Співвідношення штамів* 

1 0,394 0,80 4,45 1 (L.buc. 3806) : 1,5 (L.a. 7074) 

2 0,312 0,73 4,49 1 (L.buc. 3806) : 1,5 (L.c. 3300) 

3 0,209 0,68 4,61 1 (L.buc. 3806) : 1 (L.br 3432) 

4 0,500 0,84 4,47 1 (L.buc. 3806) : 1,75 (L.p. 3216) 

5 0,387 0,77 4,41 1 (L.buc. 3806) : 2,3 (E.f. С-6-6) 

6 0,471 0,79 4,40 1 (L.buc. 3806) : 1,3 (E.f. С-8-12) 

7 0,547 0,85 4,38 
1 (L.buc. 3806): 2,5 (L.p. 3216) : 1,5 (L.a. 

7074) 

8 0,538 1,06 4,35 
1 (L.buc. 3806) : 2 (L.p. 3216) : 1 (E.f. С-6-

6) 

9 0,558 1,08 4,33 
1 (L.buc. 3806): 1,5 (L.p. 3216) : 1,4 (E.f. С-

8-12) 
Примітка: *L.buc. 3806 – L. buchneri 3806, L.p. 3216 - L. plantarum 3216, E.f. С-8-12 - 

Enterococcus faecium С-8-12, E.f. С-6-6 - E. faecium С-6-6, L.a. 7074 - L. acidophilus 7074, L.c. 3300 - 

L. casei 3300, L.br. 3432 - L. brevis 3432. 

Окрім швидкості росту, для порівняння бактеріальних композицій 

також визначалися оптична густина та pH і співвідношення штамів в 

культуральній рідині після 14 годин культивування (табл. 5.7.). 

Результати з визначення оптичної густини закономірно корелюються з 

результатами по швидкості росту популяції бактерій в композиціях. Так, 

композиція 9 відповідно характеризується найкращою сумісністю культур, 

найвищим рівнем накопичення біомаси, високою швидкістю нарощення 

популяції активних клітин та зниженням кислотності середовища без різкого 

пригнічення ростових властивостей культур. 

Базуючись на цих результатах композиція 9 на основі штамів L. 

buchneri 3806, E. faecium С-8-12 та L. plantarum 3216 була обрана для 

подальших досліджень. 

5.4. Вплив новоствореної бактеріальної композиції на якість силосу 

з кукурудзи 

Композиція на основі штамів L. buchneri 3806, E. faecium С-8-12, 

L. plantarum 3216, як було сказано вище, представлена трьома 

альтернативними типами молочнокислого бродіння, що в даному складі 
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дозволяє використовувати різні типи бродіння за високої сумісності 

представлених штамів. Прогнозовано в силосі ця композиція здатна 

ефективно накопичувати свою біомасу. Окрім того, використання трьох типів 

молочнокислого бродіння дозволяє накопичувати широкий спектр 

антимікробних метаболітів, як з фунгіцидною так і бактерицидною 

активністю.  

Перевірку ефективності новоствореної бактеріальної композиції було 

проведено у досліді з силосування в лабораторних умовах з використанням 

новоствореної композиції (L. buchneri 3806, E. faecium С-8-12, L. plantarum 

3216) (Д1), монокультури L. buchneri 3806 (Д2) та контролі – без 

додавання(К). 

В табл. 5.8. представлено показники якості силосу з кукурудзи, 

отриманого за одночасної закладки із застосуванням та без застосування 

заквасок. 

Аналізуючи дані представленні в таблиці 5.8. можна відзначити, що 

порівняно з контролем та Д2 у разі застосування бактеріальної композиції Д1 

спостерігається більш різке зниження pH середовища, що в свою чергу 

відмічено не тільки за показником активної кислотності, а й за загальним 

вмістом органічних кислот. У досліді з препаратом Д2 значно нижчі ростові і 

кислотоутворюючі властивості у порівнянні з Д1. Аеробна стійкість силосу 

обробленого препаратом Д1 підтримується протягом близько двох тижнів 

(341 год.), що є достатнім для попередження нагрівання та псування силосу 

внаслідок розвитку аеробних мікроорганізмів, тоді як для Д2 даний показник 

на 28 годин менший. 

Присутність двох гомоферментативних штамів E. faecium С-8-12 та 

L. plantarum 3216 було ефективним з точки зору вирішення проблеми 

високого pH силосу, адже при досягнених значеннях активної кислотності 

4,22±0,03 активність сторонньої мікробіоти значно знизилася, внаслідок чого 

суттєво підвищився рівень збереження сухих речовин, в тому числі сухого 

протеїну та водорозчинних вуглеводів. 
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Таблиця 5.8. 

Вплив обробки бактеріальною композицією та монокультурою на 

хімічні показники кукурудзяного силосу 
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1 К 

28 
32,13 

±0,17 

27,89 

±0,21 

10,2 

±0,26 

7,5 

±0,06 

29,87 

±0,08 

16,98 

±0,12 

4,72 

±0.21 
68,23 27,76 4,01 57 

2 Д2 28,06 

±0,11 

9,22 

±0,11 

23,34 

±0,21 

4,56 

±0.04 
56,72 43,28 0,00 313 

3 Д1 
30,1 

±0,08 

9,03 

±0,10 

23,90 

±0,05 

4,22 

±0,03 
64,25 35,75 0,00 341 

*Примітка: К -контрольний силос без додавання препарату. Препарати: Д2-на основі 

монокультури L. buchneri 3806; Д1- на основі бактеріальної композиції (L. buchneri 3806, E. 

faecium С-8-12, L. plantarum 3216). 

Відсутність сторонньої мікробіоти підтверджувалася відсутністю 

масляної кислоти, етанолу та аміаку. Органолептичні показники силосу 

корелювали з результами хімічного аналізу. Так, запах силосу Д1 був 

приємного фруктового відтінку, колір рівномірний, це було характерним й 

для Д2, тоді як для контролю характерним був різкий неприємний запах. 

Колір для всіх зразків був однорідний жовто-коричневий. 

Таким чином, наведені результати доводять ефективність препарату на 

основі підібраної бактеріальної композиції в процесі силосування кукурудзи. 

Окрім кукурудзи цей препарат може бути випробуваний і на іншій сировині, 

де є висока ймовірність забруднення сировини дріжджами, грибами та 

гнильною мікробіотою, наприклад деякі багаторічні бобові трави (люцерна, 

конюшина). 

5.5. Оптимізація поживного середовища 

В якості факторів оптимізації було обрано 6 компонентів, за зміни яких 

могло би забезпечуватися збільшення рівня накопичення біомаси бактерій. 
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Як джерело вуглецю, було обрано глюкозу, що входить до складу 

середовища МРС, і є основним вуглеводом клітинного соку кукурудзи. В 

якості головного джерела азотного живлення, замість м’ясного екстракту, 

використовували концентрований кукурудзяний екстракт. Діапазон 

концентрацій для глюкози і кукурудзяного екстракту, були обрані на рівні 

10-20 г/л. Для забезпечення всіх потреб метаболізму молочнокислих бактерій 

серед інших джерел азотного живлення та ростових факторів середовище 

доповнювали казеїновим пептоном в діапазоні концентрацій – 5-10 г/л, та 

дріжджовим екстрактом – 3-7 г/л. Окрім того, були використано ацетат та 

цитрат натрію в діапазонах концентрацій 2-4 г/л та 3-7 г/л відповідно. 

Відомо, що ацетати є інгібіторами для багатьох сторонніх мікроорганізмів, 

тоді як цитрати [128], є резервним джерелом енергії для молочнокислих 

бактерій. Ріст біомаси клітин оцінювали за оптичною густиною (D) 

культуральної рідини. Для одержання інформації про відгук оптичної 

густини в залежності від концентрації складових поживного середовища 

було обрано трьохрівневий центральний композиційний план експериментів. 

Для 6 факторів необхідно було одержати результати в 46 дослідах, варіанти 

комбінування яких наведені в табл. 5.9. 

Таблиця 5.9 

Матриця експериментальних даних для поверхні відгуку 

№ 
Значення змінних факторів Відгук 

X1* X2* X3* X4* X5* X6* Y** 

1 10,00 3,00 10,00 5,00 3,00 2,00 1,09 

2 10,00 3,00 10,00 5,00 7,00 4,00 1,12 

3 10,00 3,00 10,00 10,00 3,00 4,00 1,19 

4 10,00 3,00 10,00 10,00 7,00 2,00 1,21 

5 10,00 3,00 20,00 5,00 3,00 4,00 1,54 

6 10,00 3,00 20,00 5,00 7,00 2,00 1,58 

7 10,00 3,00 20,00 10,00 3,00 2,00 1,60 

8 10,00 3,00 20,00 10,00 7,00 4,00 1,62 

9 10,00 7,00 10,00 5,00 3,00 4,00 1,28 

10 10,00 7,00 10,00 5,00 7,00 2,00 1,30 

11 10,00 7,00 10,00 10,00 3,00 2,00 1,32 

12 10,00 7,00 10,00 10,00 7,00 4,00 1,36 

13 10,00 7,00 20,00 5,00 3,00 2,00 1,66 

14 10,00 7,00 20,00 5,00 7,00 4,00 1,69 

15 10,00 7,00 20,00 10,00 3,00 4,00 1,70 
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Закінчення табл. 5.9 

16 10,00 7,00 20,00 10,00 7,00 2,00 1,73 

17 20,00 3,00 10,00 5,00 3,00 4,00 1,45 

18 20,00 3,00 10,00 5,00 7,00 2,00 1,47 

19 20,00 3,00 10,00 10,00 3,00 2,00 1,49 

20 20,00 3,00 10,00 10,00 7,00 4,00 1,52 

21 20,00 3,00 20,00 5,00 3,00 2,00 1,78 

22 20,00 3,00 20,00 5,00 7,00 4,00 1,84 

23 20,00 3,00 20,00 10,00 3,00 4,00 1,82 

24 20,00 3,00 20,00 10,00 7,00 2,00 1,88 

25 20,00 7,00 10,00 5,00 3,00 2,00 1,59 

26 20,00 7,00 10,00 5,00 7,00 4,00 1,61 

27 20,00 7,00 10,00 10,00 3,00 4,00 1,64 

28 20,00 7,00 10,00 10,00 7,00 2,00 1,67 

29 20,00 7,00 20,00 5,00 3,00 4,00 1,91 

30 20,00 7,00 20,00 5,00 7,00 2,00 1,93 

31 20,00 7,00 20,00 10,00 3,00 2,00 1,92 

32 20,00 7,00 20,00 10,00 7,00 4,00 1,92 

33 3,11 5,00 15,00 7,50 5,00 3,00 0,95 

34 26,89 5,00 15,00 7,50 5,00 3,00 1,80 

35 15,00 0,24 15,00 7,50 5,00 3,00 1,69 

36 15,00 9,76 15,00 7,50 5,00 3,00 1,75 

37 15,00 5,00 3,11 7,50 5,00 3,00 1,11 

38 15,00 5,00 26,89 7,50 5,00 3,00 1,94 

39 15,00 5,00 15,00 1,55 5,00 3,00 1,52 

40 15,00 5,00 15,00 13,45 5,00 3,00 1,82 

41 15,00 5,00 15,00 7,50 0,24 3,00 1,59 

42 15,00 5,00 15,00 7,50 9,76 3,00 1,87 

43 15,00 5,00 15,00 7,50 5,00 0,62 1,60 

44 15,00 5,00 15,00 7,50 5,00 5,38 1,86 

45 15,00 5,00 15,00 7,50 5,00 3,00 1,78 

46 15,00 5,00 15,00 7,50 5,00 3,00 1,79 
Примітка: * – фактори: X1-концентрація глюкози, X2-концентрація дріжджового 

екстракту, X3- концентрація кукурудзяного екстракту, X4- концентрація казеїнового пептону, X5- 

концентрація цитрату натрію, X6- концентрація ацетату натрію. Зазначені значення концентрації 

компонентів вимірюються в грамах на літр середовища (г/л). ** – відгук: Y – значення оптичної 

густини D, од. 

Згідно одержаним експериментальним значенням оптичної густини 

одержаних при культивуванні бактеріальної композиції, в якості 

математичної моделі було обрано поліномом регресії другого порядку (5.1): 

                                     



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1

2
6

1

0

j

jjj
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ii XXY                                   (5.1) 

Перевірку адекватності впливу кожного фактору здійснювали з 

використанням дисперсійного аналізу. Значення критеріїв оцінки дисперсії 

одержаних результатів по кожному фактору наведені в табл. 5.10. Згідно цих 
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даних, всі досліджені компоненти в їх діапазонах концентрацій, є 

статистично значимими для впливу на оптичну густину, адже виконується 

умова p≤0,05.  

Коефіцієнт детермінації визначений для даної моделі, значення якого 

становить R2 = 0.96 свідчить про досить близьке наближення відгуку 

критерію оптимальності його реальним значенням. Саме тому запропоноване 

рівняння регресії є придатним для застосування в подальшій оптимізації. 

Таблиця 5.10 

Показники дисперсійного аналізу 

№ Компонент 
Критерії дисперсії 

SS* df* MS* F* p* 

1 Глюкоза 
Л** 0,966952 1 0,966952 19339,04 0,004578 

К** 0,224623 1 0,224623 4492,45 0,009497 

2 Дріжджовий екстракт 
Л** 0,108987 1 0,108987 2179,75 0,013634 

К** 0,011667 1 0,011667 233,34 0,041616 

3 Кукурудзяний екстракт 
Л** 1,398910 1 1,398910 27978,19 0,003806 

К** 0,099127 1 0,099127 1982,54 0,014295 

4 Казеїновий пептон 
Л** 0,049451 1 0,049451 989,02 0,020236 

К** 0,025936 1 0,025936 518,73 0,027934 

5 Цитрат натрію 
Л** 0,029792 1 0,029792 595,84 0,026066 

К** 0,009488 1 0,009488 189,77 0,046133 

6 Ацетат натрію 
Л** 0,008545 1 0,008545 170,91 0,048602 

К** 0,009488 1 0,009488 189,77 0,046133 

Відсутність придатності 0,129847 32 0,004058 81,15 0,087695 

Чиста помилка 0,000050 1 0,000050 
  

Загальна сума квадратів (SS) 2,985783 45 
   

Примітка: * – показники дисперсії: SS - сума квадратів; df – ступені свободи; MS - 

середня сума квадратів; F – критерій Фішера; p – статистична значимість. ** – тип залежності: Л - 

лінійна, К - квадратична.  

Коефіцієнти регресії одержані для побудови поверхонь відгуку 

критерію оптимальності (D) наведені в табл. 5.11. Аналіз показує 

відповідність коефіцієнтів для заданої довірчої ймовірності P= 95%. Отже, 

загальне рівняння регресії з обрахованими коефіцієнтами має наступний 

вигляд (5.2): 
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Таблиця 5.11. 

Коефіцієнти регресії та їх статистична значимість 

Фактор 

Компонент 

 
Коефіцієнти 

регресії ( i) 
Чиста 

помилка 

Критерій 

Стьюдента 

(t) 

p 

 Вільний коефіцієнт 0 -1,31229 0,037679 -34,8278 0,018274 

X1 Глюкоза 
Л 0,12467 0,001430 87,1557 0,007304 

К -0,00316 0,000047 -67,0258 0,009497 

X2 Дріжджовий екстракт 
Л 0,07009 0,002995 23,4026 0,027186 

К -0,00450 0,000295 -15,2756 0,041616 

X3 Кукурудзяний екстракт 
Л 0,09891 0,001430 69,1475 0,009206 

К -0,00210 0,000047 -44,5257 0,014295 

X4 Казеїновий пептон 
Л 0,07793 0,002861 27,2414 0,023359 

К -0,00429 0,000189 -22,7756 0,027934 

X5 Цитрат натрію 
Л 0,05370 0,002995 17,9307 0,035468 

К -0,00406 0,000295 -13,7756 0,046133 

X6 Ацетат натрію 
Л 0,11145 0,007152 15,5831 0,040797 

К -0,01623 0,001179 -13,7756 0,046133 

Поверхні відгуку представляють собою тривимірну модель, тому для 

шести факторів було побудовано одразу 15 поверхонь відгуку, для яких 

приймали 2 змінних фактори при значенні константи для 4 інших. Проекції 

поверхонь відгуку оптичної густини наведено в Додатках А та Б. Для 

встановлення значень концентрації аналізованих компонентів за яких 

оптична густина буде мати максимальне значення було знайдено екстремум 

функції відгуку в точці максимуму. Для вирішення цієї задачі розрахунки 

здійснено за допомогою програми STATISTICA 12 на основі побудованих 

поверхонь відгуку, результати яких наведено в табл. 5.12. За розрахованих 

оптимальних концентрацій компонентів поживного середовища теоретична 

оптична густина досягає значення 2,08 од. Для перевірки теоретично 

одержаних результатів було проведено культивування бактеріальної 

композиції протягом 14 год. за 37°С. До основи середовища додавали 

компоненти наступного складу, г/л: Глюкоза – 19,7; Дріжджовий екстракт – 

7,8; Кукурудзяний екстракт – 23,6; Казеїновий пептон – 9,1; Цитрат натрію – 

6,6; Ацетат натрію – 3,4.  
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В результаті перевірки, значення оптичної густини для трьох реплік 

оптимізованого середовища одержане значення становило 2.01±0.01, тоді як 

для середовища МРС значення оптичної густини було на рівні 1,08±0.02. 

Таблиця 5.12. 

Критичні точки концентрацій компонентів в середовищі 

Компонент 

Концентрація компонента в середовищі 

Мінімальні 

досліджені 

Максимальні 

досліджені 
Оптимальні концентрації 

Глюкоза 3,11 26,89 19,73 

Дріжджовий екстракт 0,24 9,76 7,79 

Кукурудзяний екстракт 3,11 26,89 23,56 

Пептон 1,55 13,45 9,07 

Цитрат натрію 0,24 9,76 6,62 

Ацетат натрію 0,62 5,38 3,43 

Теоретичний Dmax 2,08 

При визначенні виходу абсолютно сухої біомаси в кожному з 

середовищ для оптимізованого значення було майже в 2 рази більшим ніж 

контроль – 13,2±0,1 г/л проти 7,3±0,1 г/л. 

5.6. Оптимізація значень pH та температури культивування 

Для оптимізації pH та температури було вирішено обрати стандартні 

діапазони значень цих параметрів для лактобацил і ентерококів, 6-7 од., і 33-

38 °С відповідно. Дослідження проводили по тому ж принципу що і для 

оптимізації поживного середовище. Для початку, встановлювали згідно 

ротатабельного центрально композиційного плану рівні змінних факторів, 

після чого встановлювали експериментальні значення відгуку оптичної 

густини для 12 варіантів. 

Для початку, встановлювали згідно ротатабельного центрально 

композиційного плану рівні змінних факторів, після чого встановлювали 

експериментальні значення відгуку оптичної густини для 12 варіантів. 

Матриця цих даних наведена в табл. 5.13. 

Згідно одержаним експериментальним значенням оптичної густини 

одержаних при культивуванні бактеріальної композиції, в якості 

математичної моделі було обрано поліномом регресії другого порядку (5.1).  

 



82 

Таблиця 5.13. 

Матриця значень параметрів для побудови поверхні відгуку 

№ 
Значення змінних факторів Відгук 

Z1* Z2* Y** 

1 33,0 6,0 1,62 

2 33,0 7,0 1,69 

3 38,0 6,0 1,89 

4 38,0 7,0 1,95 

5 31,5 6,5 1,43 

6 38,5 6,5 1,98 

7 35,0 5,8 1,79 

8 35,0 7,2 1,82 

9 35,0 6,5 2,06 

10 35,0 6,5 2,05 

11 35,0 6,5 2,04 

12 35,0 6,5 2,05 
Примітка: * – фактори: Z1 - t, °С; Z2 – pH, од. ** – відгук: Y – оптична густина D, од.  

Включення факторів в модель здійснювалося на основі значень по 

дисперсійному аналізі наведених в табл. 5.14. 

Таблиця 5.14 

Показники дисперсійного аналізу 

№ Параметр 
Критерії дисперсії 

SS* df* MS* F* p* 

1 Температура 
Л** 0,130853 1 0,130853 1962,789 0,000025 

К** 0,197752 1 0,197752 2966,278 0,000014 

2 pH 
Л** 0,003716 1 0,003716 55,745 0,004975 

К** 0,095846 1 0,095846 1437,690 0,000040 

Відсутність придатності 0,001079 4 0,000270 4,045 0,140118 

Чиста помилка 0,000200 3 0,000067 
  

Загальна сума квадратів (SS) 0,445692 11 
   

Примітка: * – показники дисперсії: SS - сума квадратів; df – ступені свободи; MS - 

середня сума квадратів; F – критерій Фішера; p – статистична значимість. ** – тип залежності: Л - 

лінійна, К - квадратична. 

Коефіцієнт детермінації визначений для даної моделі, значення якого 

становить R2 = 0.997 свідчить про досить близьке наближення відгуку 

критерію оптимальності його реальним значенням. Саме тому, прогнозовані 

моделлю значення мають досить точно корелювати з експериментальними. 

Коефіцієнти регресії одержані для побудови поверхонь відгуку критерію 

оптимальності (D) наведені в табл. 5.15. Аналіз показує відповідність 

коефіцієнтів для заданої довірчої ймовірності P= 95%. Одержане рівняння 

регресії з обрахованими коефіцієнтами має наступний вигляд (5.3): 
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2

2

2

121 4895,00275,04068,62,002255,3360 ZZZZY            (5.3) 

Таблиця 5.15 

Коефіцієнти регресії та їх статистична значимість 

Фактор 

Компонент 

 
Коефіцієнти 

регресії ( i) 
Чиста 

помилка 

Критерій 

Стьюдента 

(t) 

p 

 Вільний коефіцієнт 0 -55,3360 0,908948 -60,8792 0,000010 

Z1 Температура (t) 
Л 2,0022 0,035630 56,1939 0,000012 

К -0,0275 0,000504 -54,4635 0,000014 

Z2 
Активна кислотність 

(pH) 

Л 6,4068 0,167932 38,1512 0,000040 

К -0,4895 0,012910 -37,9169 0,000040 

На рис. 5.3 наведено поверхню відгуку оптичної густини  від значень 

технологічних параметрів культивування. Як видно з рисунку значення 

оптимальних параметрів лежать в діапазонах 6,4-6,6 од. для pH, і в діапазоні 

від 36 до 37 °С, що є важливим враховуючи високу ймовірність незначних 

коливань параметрів при культивуванні. 

Рис. 5.3. Проекція поверхні відгуку оптичної густини (D, од) від параметрів 

культивування (температури, та pH). 

Для встановлення значень температури та активної кислотності 

середовища культивування, за яких оптична густина буде мати максимальне 

значення було знайдено екстремум функції відгуку в точці максимуму. 

Результати розрахунків оптимальних значень параметрів наведено в табл. 

5.16. 

За розрахованих оптимальних параметрів теоретичний показник 

оптичної густини досягає значення D = 2,10. 
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Таблиця 5.16 

Критичні точки параметрів культивування 

Параметр 

Значення параметру 

Мінімальні 

досліджені 

Максимальні 

досліджені 
Оптимальні 

Температура (t) 31,5 38,5 36,4 

Активна кислотність (pH) 5,8 7,2 6,5 

Теоретичний Dmax 2,10 

Для перевірки теоретично одержаних результатів було проведено 

культивування бактеріальної композиції в оптимізованому раніше 

середовищі, протягом 14 год. за 36,4±0.4°С та за постійної підтримки 

значення pH в середовищі на рівні 6.5±0.1 од. Для 3 реплік значення оптичної 

густини склало 2,07±0.01 од. Порівняно з стандартними значеннями 

параметрів, що використовувалися на етапі оптимізації поживного 

середовища, збільшення незначне – 0,06 од, що в свою чергу підтверджує 

вдало обрані параметри ще на минулому етапі. Тоді як за межами цих 

діапазонів значень біомаса нарощується значно гірше. 

5.7. Вибір захисного середовища для ліофілізації 

На післяферментаційному етапі виробництва біопрепарату важливо 

враховувати умови збереження накопленої біомаси. При тривалому 

зберіганні молочнокислих бактерій в закритому об’ємі їх активність дуже 

швидко знижується. Тому рідкий препарат на основі їх біомаси має 

ефективність в застосуванні протягом лише декількох днів. Окрім того, 

враховуючи різну стійкість до умов середовища серед видів, які входять до 

бактеріальної композиції має місце і міжвидова конкуренція в популяції, 

внаслідок чого бактерії гинуть. Найбільш ефективною для збереження клітин 

бактерій є ліофілізація. Проте в умовах попередньої заморозки необхідним є 

використання захисного середовища до складу якого входять речовини з 

кріопротекторними властивостями. Вибір захисного середовища є 

вирішальним в забезпеченні збереженні цілісності клітин. 

З метою визначення найкращого захисного середовища для 

висушування описаної трьоштамової бактеріальної композиції (L.buchneri 

3806, E. faecium С-8-12, L. plantarum 3216), було обрано декілька раніше вже 
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досліджених варіантів, що забезпечують високу виживаність молочнокислих 

бактерій [119]. В якості критерію оцінювання було обрано ступінь виживання 

клітин в ході ліофілізації. 

Захисне середовище для ліофілізації обирали за результатами 

наведеними в табл. 5.17. 

Таблиця 5.17. 

Вплив варіанту захисного середовища на ступінь виживання 

клітин 

Варіант захисного 

середовища 

Nклітин×10-8 до 

ліофілізації, КУО/см3 

Nклітин×10-8 після 

ліофілізації, КУО/см3 

Ступінь 

виживання, % 

ЗС 1* 2,68±0.03 2,53±0.03 94,4 

ЗС 2* 2,21±0.04 2,11±0.06 93,0 

ЗС 3* 2,43±0.02 2,39±0.02 98,4 

ЗС 4* 2,13±0.02 1,97±0.04 92,5 

Контроль** 2,16±0.07 1,45±0.03 67,1 

Примітка. *склад захисних середовищ: ЗС 1. Сухе знежирене молоко – 10 г, цитрат 

натрію – 0,2 г, сахароза - 1,0 г, сульфат магнію – 0,05 г, дистильована вода – до 100 см3; ЗС 2. Сухе 

знежирене молоко – 3 г, сахароза – 15 г, желатин – 5 г, дистильована вода – до 100 см3; ЗС 3. 

Цитрат натрію – 5 г, сахароза – 25 г, агар – 0,1 г, дистильована вода – до 100 см3; ЗС 4. Сухе 

знежирене молоко – 14 г, інозит – 10 г, агар – 0,1 г, дистильована вода – до 100 см3. ** - Контроль-  

дистильована вода. 

Як видно з табл. 5.17 найбільший ступінь виживання бактеріальних 

клітин спостерігається при застосуванні ЗС 3 – 98,4%. Хоча інші середовища 

показали також коректні результати (92,5–94,5 %). Що порівняно з 

контролем, доводить ефективність використання саме цих кріопротекторних 

речовин в складі захисних середовищ. 

Таким чином, розроблена біотехнологія препарату для силосування 

рекомендована до великомасштабних досліджень в пілотних ферментерах. 
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ВИСНОВКИ 

1. Встановлено, що застосування препарату на основі біомаси штамів 

Lасtobacillus buchneri 3806, L. plantarum 3216 та Enterococcus  faecium С-8-12 

сприяє покращенню хімічного складу силосу порівняно з необробленим 

контрольним та обробленим лише монокультурою L. buchneri 3806 зразками, 

а саме: спостерігається зменшення втрат сухих речовин на 2,21% та 2,04% 

відповідно, зниження рівню pH до 4,22 за рахунок інтенсивнішого 

накопичення молочної кислоти, що сприяє підвищенню аеробної стійкості 

силосу до 341 год. порівняно з контролем – 57 год., та застосуванням 

монопрепарату – 313 год., відповідно. А також, відмічено високу активність 

новоствореної композиції щодо пригнічення гнильної мікробіоти. 

2. Підібрано склад компонентів поживного середовища, та оптимізовано 

їх концентрації з використанням методу ротатабельного центрального 

композиційного плану та статистичного аналізу. Оптимізоване рідке поживне 

середовище, мало наступний склад, г/л: основа – гідролізоване 

протосубтиліном молоко (з додаванням солей: калій фосфорнокислий 

однозаміщений – 2; марганець сірчанокислий 5-водний – 0,05; магній 

сірчанокислий 7-водний – 0,2, твін-80 – 1,0), глюкоза – 19,7; дріжджовий 

екстракт – 7,8; кукурудзяний екстракт – 23,6; казеїновий пептон – 9,1; цитрат 

натрію – 6,6; ацетат натрію – 3,4.  Культивування бактеріальної композиції на 

оптимізованому середовищі дало змогу отримати максимальний вихід 

біомаси – 13,2±0,1 г/л, що майже вдвічі більше ніж аналогічний показний 

одержаний на середовищі МРС – 7,3±0,1 г/л. 

3. Встановлено оптимальні технологічні параметри росту бактеріальної 

композиції, а саме найкращий ріст спостерігався за температури 36,4±0.4°С 

та за постійної підтримки значення pH в середовищі на рівні 6.5±0.1 од. Для 

збереження життєздатності клітин молочнокислих бактерій для умов 

ліофілізації підібрано захисне середовище, яке забезпечує ступінь виживання 

98,4%, та містить в якості кріопротекторних речовин – цитрат натрію, 

сахарозу та агар-агар. 
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ДОДАТОК А 

Проекція поверхні відгуку оптичної густини (D, од) від концентрації 

компонентів поживного середовища (г/л): а) дріджового екстракту та 

глюкози; б) кукурудзяного екстракту та глюкози; в)  казеїнового пептону та 

глюкози; г) цитрату натрію та глюкози; ґ) ацетату натрію та глюкози; д) 

кукурудзяного екстракту та дріжджового екстракту, е) казеїнового пептону 

та дріжджового екстракту; є) цитрату натрію та дріжджового екстракту 
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ДОДАТОК Б 

Проекція поверхні відгуку оптичної густини (D, од) від 

концентрації компонентів поживного середовища (г/л): ж) ацетату натрію 

та дріжджового екстракту; з) казеїнового пептону та кукурудзяного 

екстракту; и) цитрату натрію та та кукурудзяного екстракту; і) ацетату 

натрію та та кукурудзяного екстракту; ї) цитрату натрію та казеїнового 

пептону; й) ацетату натрію та казеїнового пептону; к) ацетату натрію та 

цитрату натрію 
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р.) – С.408. 

6. Хонькив М. А., Даниленко С. Г. Выделение и отбор молочнокислых 

бактерий–компонентов закваски для силосования растительного сырья. 
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біомаси молочнокислих бактерій. ІX Міжнародна науково-технічна 
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