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Встановлено, що Bacillus mucilaginosus C-3 потребує внесення у середовище культиву-

вання джерела азоту в нітратній формі, за якої накопичується найбільша кількість біомаси 
і проходить процес споруляції, чого не забезпечує амонійна форма азоту. Інтенсивність ви-
користання азоту B. mucilaginosus залежить від фізіологічного стану клітин посівного ма-
теріалу: при засіванні спорового посівного матеріалу оптимальна концентрація нітрату 
калію складає 2,5 г/л і накопичується 1010 кл./мл, при засіванні середовища вегетативними 
клітинами оптимальна концентрація нітрату калію складає 1,0 г/л і накопичується 
109 кл./мл. Концентрація нітрату калію 2,5 г/л забезпечує максимальне накопичення як біо-
маси, так і позаклітинного полісахариду B. mucilaginosus. 

За використання спорового посівного матеріалу спостерігається найвища продуктив-
ність синтезу позаклітинного полісахариду. Зі збільшенням кількості пересівів B. mucilagi-
nosus у вегетативному стані здатність до синтезу екзополісахариду істотно зменшується: 
за другого пересіву — на 20,0 %, за четвертого — на 56,5 %, за шостого — на 127,8 %. Після 
8–9 пересівів культура втрачає здатність синтезувати полісахарид, особливо на середовищі 
зі співвідношенням N : C = 1 : 3, і поновлює цю здатність лише після проходження процесу 
споруляції або значного підвищення співвідношення N : C. 

Ключові слова: Bacillus mucilaginosus, позаклітинний полісахарид, джерело азоту, посів-
ний матеріал, спори. 
 

Позаклітинний полісахарид Bacillus mu-
cilaginosus має широкі перспективи викорис-
тання на практиці: у медицині (імуностиму-
лююча, імуномодулююча, противірусна, 
протипухлинна активність) і ветеринарії 
(кормова добавка в раціон сільськогосподар-
ських тварин, консервування кормів), у наф-
тодобувній і гірничій промисловості, у ви-
робництві кераміки і змащувальних матеріа-
лів, замінників відомих технічних масел, ан-
тифрікційної присадки у гальмівних та охо-
лоджуючих розчинах [1–3]. Проте роботи, 
які присвячені дослідженню закономірнос-
тей росту і синтезу позаклітинного полісаха-
риду B. mucilaginosus, мають суперечливий 
характер [4–7]. Так, за даними В. Г. Алек-
сандрова і В. С. Подгорского зі співавт. [5; 
6], можливий ріст культури на безазотних 
середовищах. Більшість вчених відстоює не-

обхідність внесення азоту у склад живильно-
го середовища [4; 7]. Найбільш глибоке дос-
лідження було проведене К. І. Сурман [7]. 
Вона показала, що B. mucilaginosus належить 
до олігонітрофілів і потребує для свого роз-
витку невеликих кількостей азоту в амоній-
ній формі (0,03 % NH4NO3). Протиріччя між 
дослідниками існують не тільки щодо необ-
хідності внесення азоту у середовище куль-
тивування, але й щодо його форми. Так, 
В. Г. Александров і Г. А. Зак [6] вважають, 
що органічні форми азоту інгібують ріст бак-
терій. Інші дослідники стверджують, що пеп-
тон (0,05 %) і дріжджова вода (2,0 %) стиму-
люють ріст і спороутворення B. mucilagino-
sus [1; 2]. 

Суперечливість отриманих даних, мож-
ливо, пов’язана з проведенням експеримен-
тів із різними штамами B. mucilaginosus, або 
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сумішшю варіантів, які відрізняються фізіо-
лого-біохімічними властивостями. Тому іс-
нує необхідність подовження досліджень у 
напрямку вивчення фізіолого-біохімічних 
особливостей окремих штамів B. mucilagino-
sus. 

Матеріали й методи. Предметом дос-
лідження був штам B. mucilaginosus С-З, от-
риманий із колекції Інституту мінеральних 
ресурсів Міністерства геології України, куди 
його в 1963 році передав В. Г. Александров. 
Для культивування бактерій використовува-
ли середовище А-27, г/л: сахароза — 5,0; 
MgSO4·7H2O — 0,5; Na2HPO4·2H2O — 2,0; 
FeCl3·6H2O — 0,05; алюмосилікат калію — 
1,0; крейда, розтерта з 0,1 г силікату — 1,0; 
рН 7,2 [6]. Для культивування бактерій вико-
ристовували також мінеральне середовище А 
такого складу (г/л): глюкоза — 15,4; 
MgSO4·7H2O — 0,7; Na2HPO4·2H2O — 2,0; 
KNO3 — 1,0; FeCl3·6H2O — 0,05. Склад се-
редовища варіював залежно від умов і мети 
досліджень. Різні співвідношення N : C в се-
редовищі створювали шляхом підвищення 
концентрації глюкози. Для отримання куль-
тури B. mucilaginosus, яка не синтезує екзо-
полісахарид (ЕПС), її 3–5 разів пасажували 
у рідкому середовищі зі співвідношенням 
N : C = 1 : 3. 

Вирощування B. mucilaginosus проводи-
ли у періодичному процесі, який здійснюва-
ли у колбах об’ємом 750 мл зі 100 мл сере-
довища на качалці при 240 об./хв. Темпера-
тура середовища культивування складала 
30 °С, час культивування — 24 год. Об’єм 
посівного матеріалу складав 5 % від об’єму 
середовища. При вивченні впливу поход-
ження посівного матеріалу на синтез поліса-
хариду концентрацію клітин і спор у середо-
вищі визначали за допомогою камери Горяє-
ва, при цьому концентрація спор після дода-
вання посівного матеріалу у середовище 
складала 6,5 · 107 од./мл, концентрація веге-
тативних клітин — 7,0–7,4 · 107 кл./мл. По-
сівний матеріал на основі спор поперед- 
ньо прогрівали за температури 80 °С впро- 
довж 10 хв. для загибелі вегетативних клі-
тин. 

Вміст клітин, які синтезують екзополіса-
харид, визначали ваговим методом. Клітини 
осаджували при 40 000 g впродовж 40 хв. 
Бюкси з біомасою висушували до постійної 
маси за температури 105 °С. Для врахування 

кількості клітин в культуральній рідині за-
стосовували також метод прямого підрахун-
ку в камері Горяєва та метод граничних роз-
ведень з подальшим висівом бактеріальної 
суспензії на агаризоване середовище. 

Кількість позаклітинного полісахариду 
визначали ваговим методом з попереднім 
осадженням трьохкратним об’ємом етанолу. 
Для цього культуральну рідину (18–24 год.) 
розводили у 2–3 рази фізіологічним розчи-
ном, центрифугували для осадження клітин 
при 40 000 g впродовж 40 хв. Супернатант 
зливали і трьома об’ємами етанолу осаджу-
вали із нього полісахарид. Осаджений ЕПС 
відділяли від спирту центрифугуванням при 
6000 об./хв. упродовж 10 хв. Етанольний 
осад розчиняли в дистильованій воді та діа-
лізували проти питної води одну добу, проти 
дистильованої — дві доби. Висушування по-
лісахариду проводили ліофільно. 

Результати та їх обговорення. В ре-
зультаті проведених досліджень встановле-
но, що ріст B. mucilaginosus на агаризова-
ному середовищі А-27, яке запропонував 
В. Г. Александров, без додаткового внесення 
джерела азоту відбувається достатньо актив-
но і закінчується до 72 годин культивування. 
Проте це не свідчить, як вважає В. Г. Алек-
сандров [6], про можливість розвитку B. mu-
cilaginosus за відсутності азоту. Загальнові-
домо, що на агаризованих середовищах дже-
релом азоту може слугувати агар-агар, який є 
продуктом переробки рослинної маси ламі-
нарії, що містить достатню кількість азоту. 
При цьому, В. Г. Александров не дає чіткого 
визначення поняття «ріст». Він вважає, що 
ріст — це збільшення загальної слизистої 
біомаси без підрахунку саме кількості бакте-
ріальних клітин. Тоді як відомо, що мікроор-
ганізми за відсутності або нестачі азоту мо-
жуть синтезувати тільки вторинні метаболі-
ти, зокрема, полісахариди, не збільшуючи 
чисельність клітин. Отже, твердження про 
ріст B. mucilaginosus на безазотних середо-
вищах виникло внаслідок вибору неточного 
критерію росту і недостатньо чітких уявлень 
дослідників про фізіологію полісахаридсин-
тезувальних мікроорганізмів. 

До того ж, ріст мікроорганізму на агари-
зованому середовищі А-27 не супроводжу-
ється споруляцією. Внесення 0,1 % калій 
нітрату до агаризованого середовища приз-
водить до масової споруляції культури впро-
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довж трьох діб. 
Вивчення росту B. mucilaginosus на жи-

вильних середовищах, які містять білкові ре-
човини (МПА, МПБ, молоко), дозволило 
дійти висновку, що органічні форми азоту 
інгібують ріст цих бацил. Це співпадає з да-
ними, які раніше опубліковані низкою авто-
рів [6; 8]. 

Додавання у середовище культивування 
B. mucilaginosus азоту у мінеральній формі 
дозволило отримати значний приріст біомаси 
(рис. 1). 

Оптимальною формою азоту виявилася 
нітратна форма. Зокрема, за внесення опти-
мальної концентрації нітрату калію (1,0 г/л) 
накопичується 20 · 109 кл./мл, а за внесення 
оптимальної концентрації сульфату амонію 
(0,5 г/л) — лише 40 · 108 кл./мл. Концентра-
ція сульфату амонію 1,0 г/л виявилася інгі-
буючою для росту цього мікроорганізму. 
Ці дані не співпадають з результатами 
З. А. Авакян зі співавт. та К. І. Сурман [4; 7], 
згідно яких оптимальною формою азоту для 
B. mucilaginosus є амонійна, при цьому треба 
відмітити, що авторами досліджувалася ли-
ше ця форма азоту і порівняння з нітратною 
формою азоту не проводилось. 

За внесення посівного матеріалу, який 
складається з вегетативних клітин, опти-
мальною для росту бактерій є концентрація 

KNO3 1,0 г/л. Кількість біомаси, яка накопи-
чується за цієї концентрації джерела азоту, 
перевищує кількість посівного матеріалу у 
20 разів (див. рис. 1). За використання посів-
ного матеріалу у вигляді спор максимальна 
кількість біомаси утворюється за концентра-
ції KNO3 2,5 г/л і у 10,2 рази перевищує кі-
лькість біомаси, яка утворилася при тій самій 
концентрації KNO3 за використання посівно-
го матеріалу із вегетативних клітин. Отже, 
ефективність використання азоту культурою 
B. mucilaginosus залежить від фізіологічного 
стану клітин посівного матеріалу. 

Оскільки важливим біотехнологічним 
продуктом B. mucilaginosus є його позаклі-
тинний полісахарид, то необхідно було ви-
значити оптимальну концентрацію нітрату 
калію не тільки для росту клітин продуценту, 
але й для накопичення полісахариду. Як ви-
дно із даних, представлених на рис. 2, мак-
симальна концентрація позаклітинного полі-
сахариду (3,62 г/л) визначається у середови-
щі за концентрації KNO3 2,5 г/л. Подальше 
збільшення вмісту джерела азоту у середо-
вищі не супроводжується зростанням кон-
центрації екзополісахариду B. mucilaginosus. 
Таким чином, вміст у середовищі А нітрату 
калію 2,5 г/л забезпечує максимальне нако-
пичення як біомаси, так і позаклітинного по-
лісахариду B. mucilaginosus. 

 

 
Рис. 1. Приріст біомаси B. mucilaginosus С-3 залежно від виду посівного матеріалу, фор-
ми і кількості джерела азоту. 
Примітка: 1 — KNO3, посівний матеріал — спори; 2 — KNO3, посівний матеріал — вегетативні 
клітини; 3 — (NH4)2SO4, посівний матеріал — вегетативні клітини. 
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Рис. 2. Вплив концентрації джерела азоту на накопичення біомаси (А) і позаклітинного 
полісахариду (В) B. mucilaginosus С-3. 
 
Відмінності метаболічних властивостей 

клітин продуценту, які виросли зі спор і ве-
гетативних клітин, виявляються не лише в 
ефективності використання джерела азоту, а 
також у їхній здатності до синтезу позаклі-
тинного полісахариду. Із збільшенням кіль-
кості пересівів вегетативних клітин у рідко-
му середовищі А здатність до синтезу екзо-
полісахариду суттєво зменшується (рис. 3). 
Так, для спорового посівного матеріалу оп-
тимальною для синтезу полісахариду кон-
центрацією KNO3 є 2,5 г/л, при якій синтезу-
ється 3,62 г/л полісахариду. При засіванні 
середовища культурою, яка пересівалася у 
рідкому середовищі двічі, оптимальна кон-
центрація нітрату калію залишається на тому 
самому рівні, проте полісахариду синтезу-
ється на 20 % менше. За використання куль-

тури четвертого пересіву оптимальна кон-
центрація нітрату калію зменшується до 
2,25 г/л, при цьому синтезується 2,41 г/л по-
лісахариду. При проведенні шести пересівів 
культури у вегетативному стані ще менш 
ефективно використовується джерело азоту і 
синтезується лише 1,65 г/л полісахариду. За 
концентрації KNO3 5,5 г/л настає інгібування 
синтезувальних процесів. Наші дослідження 
показали також, що після 8–9 пересівів куль-
тура взагалі втрачає здатність синтезувати 
полісахарид, особливо на середовищі зі спів-
відношенням N : C = 1 : 3, і поновлює цю 
здатність лише після проходження процесу 
споруляції або значного збільшення співвід-
ношення N : C. 

Отже, встановлено, що оптимальною фор-
мою азоту для штаму B. mucilaginosus С-3 є 
 

А 

В 
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Рис. 3. Вплив кількості пересівів на здатність синтезувати позаклітинний полісахарид 
за різних концентрацій KNO3. 
Примітка: 1 — посівний матеріал — спори; 2 — посівний матеріал — вегетативні клітини дру-
гого пересіву; 3 — посівний матеріал — вегетативні клітини четвертого пересіву; 4 — посівний 
матеріал — вегетативні клітини шостого пересіву. 
 

нітратна форма азоту, за якої накопичується 
найбільша кількість біомаси і проходить 
процес споруляції, чого не забезпечує амо-
нійна форма азоту. 

Вміст у середовищі А 2,5 г/л нітрату ка-
лію забезпечує максимальне накопичення як 
біомаси, так і позаклітинного полісахариду 
B. mucilaginosus. 

Інтенсивність використання азоту куль-
турою B. mucilaginosus залежить від фізіоло-
гічного стану клітин посівного матеріалу: за 
використання посівного матеріалу у вигляді 
спор утворюється максимальна кількість біо-
маси і позаклітинного полісахариду. 

Зі збільшенням кількості пересівів куль-
тури B. mucilaginosus у вегетативному стані 
ефективність використання джерела азоту і 
здатність до синтезу екзополісахариду суттє-
во зменшується: за другого пересіву — на 
20,0 %, за четвертого — на 56,5 %, за шосто-
го — на 127,8 %. 
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ПРОДУКТИВНОСТЬ СИНТЕЗА 
ЭКЗОПОЛИСАХАРИДА BACILLUS 
MUCILAGINOSUS В ЗАВИСИМОСТИ ОТ 
ИСТОЧНИКА АЗОТА И ПРОИСХОЖ-
ДЕНИЯ ПОСЕВНОГО МАТЕРИАЛА 

 
И. М. Малиновская 
Национальный научный центр «Институт земле-
делия НААН», п. г. т. Чабаны 

 
Установлено, что Bacillus mucilagino- 

sus C-3нуждается во внесении в среду куль-
тивирования источника азота в нитратной 
форме, при которой накапливается макси-
мальное количество биомассы и проходит 
процесс споруляции, чего не обеспечивает 
аммонийная форма азота. Эффективность 
использования источника азота B. mucilagi-
nosus зависит от физиологического состоя-
ния клеток посевного материала: при засе-
вании среды посевным материалом в виде 
спор оптимальная для роста концентрация 
нитрата калия составляет 2,5 г/л и накап-
ливается 1010 кл./мл, при засевании среды 
вегетативными клетками оптимальная 
концентрация нитрата калия составляет 
1,0 г/л и накапливается 109 кл./мл. 

Споровый посевной материал обеспечи-
вает максимальную продуктивность синте-
за внеклеточного полисахарида. С увеличе-
нием количества пересевов B. mucilaginosus в 
вегетативном состоянии уменьшается эф-
фективность использования азота и про-
дуктивность синтеза экзополисахарида: 
после второго пересева — на 20,0 %, после 
четвёртого — на 56,5 %, после шестого — 
на 127,8 %. Через 8–9 пересевов культура 
теряет способность синтезировать полиса-
харид, особенно на среде с соотношением 
N : C = 1 : 3, и возобновляет эту способ-
ность только после прохождения процесса 
споруляции или значительного повышения 
соотношения N : C. 

Ключевые слова: Bacillus mucilaginosus, 
экзополисахарид, источник азота, посевной 
материал, споры. 

 

EXOPOLYSACCHARIDE SYNTHESIS 
PRODUCTIVITY BY BACILLUS 
MUCILAGINOSUS DEPENDING 
ON THE NITROGEN SOURCE AND 
ORIGIN OF INOCULUM 
 
I. M. Malinovska 
National Scientific Center “Institut of Agricultural 
UAAS”, Chabany 

 
It was established that Bacillus mucilagino-

sus C-3 requires introduction of nitrogen source 
into the culture medium in form of nitrate as the 
most optimal for maximal accumulation of bac-
terial biomass and sporulation process. Intro-
duction of the ammonium form was less effi-
cient. It was shown that the intensity of nitrogen 
source use by B. mucilaginosus is highly de-
pended on the physiological state of the inocu-
lum cells. At sowing of spore inoculum the 
optimal concentration of potassium nitrate was 
2.5 g/l resulting in 1010 cells/ml, while under the 
use of vegetative cells the optimal concentration 
of potassium nitrate was 1.0 g/l leading to the 
accumulation of 109 cells/ml. 

Use of spore inoculum had ensured the 
maximum productivity of extracellular polysac-
charide synthesis. With the higher number of 
B. mucilaginosus subcultures in a vegetative 
state the efficiency of the exopolysaccharide 
synthesis has decreased: after the second pas-
sage — by 20.0 %, after the fourth — by 56.5 %, 
after the sixth — at 127.8 %. After eighth pas-
sage the culture loses its ability to synthesize 
polysaccharide, especially on the medium with 
the N : C ratio 1 : 3 and resume this ability only 
after sporulation and the significant increase of 
the N : C ratio. 

Key words: Bacillus mucilaginosus, exopo-
lysaccharide, nitrogen source, inoculum, spo-
res. 
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