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ДОСЛІДЖЕННЯ АЕРОСИЛУ  ДЛЯ СТВОРЕННЯ КОМПЛ ЕКСНИХ ПРОБІОТИКІВ НА
ОСНОВІ БАКТЕРІЙ РОДУ BACILLUS

Л.А. Сафронова., А.І. Осадча, В.М Іляш, В.О. Приходько

Дослідження аеросилу для створення комплексних пробіотиків  на основі бактерій роду Bacillus. − Л.А.
Сафронова, А.І. Осадча, В.М Іляш, В.О. Приходько. – Вивчали вплив аеросилу А-300 на ріст та біологічну
активність пробіотичних штамів  Bacillus subtilis, деяких представників індигенної мікрофлори кишечнику та
ентеропатогенних E.coli в умовах глибинного культивування. Отримані дані свідчать про позитивний вплив
аеросилу на пробіотичні штами бацил, представників кишкової нормофлори та інгибуючу дію високодисперсного
кремнезему щодо ростової активності  ентеропатогенних штамів кишкової палички. Проведені дослідження
показали перспективність використання даного сорбенту для створення  комплек сних пробіотичних препаратів.
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Вступ
Сьогодні в усьому світі активно  вирішується

проблема створення нових більш досконалих і
ефективних пробіотиків.

В останні роки  розроблено ряд  препаратів с о-
рбційної дії на основі високодисперсного пір о-
генного кремнезему - аеросилу А-300, які мають
високу ефективність при застосуванні їх у тв а-
ринництві та птахівництві [4,16]. Одним з таких
препаратів є сорбопром, створений на основі мо-
лочнокислих бактерій і аеросилу А -300 для ліку-
вання дисбактеріозів телят [8]. Нова технологія за
рахунок вибору сорбенту дозволила отримати
більш досконалий комплексний пробіотик з вис о-
кою життєздатністю мікроорганізмів, що входять
до його складу.

Крім того, аеросил  характеризуючись гідр о-
фільністю, може зв'язувати вільну воду, що д о-
зволяє запобігати злипанню та злежуванню сухої
біомаси бактеріальних клітин і збільшувати те р-
мін збереження готового препарату [4, 6].

Показана висока ефективність пол ісорбу- пре-
парату, отриманого з аеросилу, при  лікуванні д і-
тей з важкими формами кишкового токсикозу.

Сорбент нейтралізує велику кількість патогенних
ентеробактерій, гальмує їхню адгезію до слизової
кишечнику, сорбує мікробні токсини та виявляє
високий антиоксидантний ефект, сприяючи більш
швидкій корекції показників пер екисного окис-
лювання ліпідів [9]. Властивість аеросилу швидко
і міцно приєднувати на свою поверхню білки р о-
бить його  унікальним серед сорбентів [5]. Аеро-
сил А-300 не виявляє прямої антибактеріальної
дії, але здатний незворотне зв'язувати величезну
кількість мікроорганізмів, адсорбувати фактори їх
росту і розмноження,  мікробні екзотоксини,  а
також істотно обмежувати прояв патогенних вл а-
стивостей мікроорганізмами [6]. Навіть невеликі
дози кремнезему  (50 -100 мг/кг), введені перора-
льно в макроорганізм, зв'язують практично всі е н-
теропатогенні кишкові палички, золотистий ст а-
філокок, вульгарний протей, синегнійну паличку
[13].

Властивість високодисперсних кремнеземів
(ВДК) адсорбувати мікроорган ізми будь-яких ви-
дів пояснюють тим,  що на їх поверхні завжди і с-
нують білкові субстанції. В залежності від умов
максимальна сорбція білку на ВДК досягає  300 -
1100 мг/г (6,15). У Вінницькому  державному ме-
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дичному університеті розроблені препарати на
основі ВДК високоефективні при лікуванні гні й-
них ран, гострих кишкових інфекцій, атероскл е-
розу та інших захворювань [5, 13].

Даних про взаємодію бактерій з високодиспе р-
сними кремнеземами поки що небагато. Однак
встановлено, що диоксид кремнія істотно стим у-
лює ростову активність та продукцію біологічно
активних речовин деяких видів бактерій [3 ,7 ,11].

Метою даної роботи було вивчення впливу а е-
росилу А-300 на ріст та біологічну активність
пробіотичних штамів Bacillus subtilis, деяких
представників індигенної мікрофлори кишечнику
та ентеропатогенні E.coli для з'ясування можливо-
сті створення ефективного комплексного преп а-
рату на основі бацил та високодисперсного піро-
генного кремнезему.

Матеріали і методи
В роботі використовували штами бакт ерій

Bacillus subtilis 39 і 51 з колекції живих культур
ІМВ НАН України, що є основою пробіотику е н-
доспорину (14), культури молочнокислих бакт е-
рій  роду Lactobacillus (L. plantarum 49, L.
fermentum 71)- представники індигенної мікр о-
флори кишечнику та ентеропатогенні штами ба к-
терій E.coli 8К і 12К.

Бактерії вирощували в глибинних умовах при
37С впродовж 24 год на наступних серед овищах
В. subtilis і E. coli - на синтетичному середовищі,
що включає як джерело  вуглецю глюко зу, моло-
чнокислі бактерії - на середовищі МРС і оптимі-
зованому синтетичному середовищі [10].

В роботі використовували як сорбент а еросил
А-300, який є високодисперсним порошком диок-
сиду кремнію з розміром часток від 4 до 40 нм з
високою сорбційною активністю, що вносили в
середовища для культивування  в концентр ації від
0,05 до 3,0 %.

Вихідна концентрація клітин  бактерій склад а-
ла 106-107 КУО/ мл. Кількість життєздатних кл і-
тин у культуральній рідині визначали шляхом в и-
сіву відповідних розведень суспензії на МПА -

для B. subtilis і E. coli і лактобакагар - для бактерій
роду Lactobacillus з наступним підрахунком кіль-
кості колонієутворюючих одиниць (КУО) в 1 мл
середовища.

Кислотоутворення культур визначали титр о-
метричним методом та виражали його в градусах
Тернера (°Т), рН середовища – потенціонометри-
чним методом.

Вплив аеросилу на ростову активність бактер і-
альних культур оцінювали за допомогою пока з-
нику відносного приросту чисельності мікроорг а-
нізмів за добовий період їх росту (Y) [1]

Y= N24/N0, (де N0  і N24 - вихідна і кінцева (че-
рез 24 год росту ) концентрації кл ітин мікроорга-
нізму), а також показнику стимуляції (індекс ст и-
муляції - ІС )

ІС = Yдосл. / Y контр., де Yдосл. і Yконтр.- відносний
приріст чисельності бактерій в досліді та ко нтролі
( без аеросилу) відповідно. ІС у контрольному с е-
редовищі приймали за одиницю.

Антагоністичну активність, що виявляється в
затримці росту тест-культур (Staphylococcus
aureus 209, Salmonella typhi 11, Shigella flexneri
36/39, Escherichia coli 028, Proteus vulgaris U-8 і
72, Candida albicans 690 і Pseudomonas aeruginosa
4141), досліджували загальноприйнятим методом
відстроченого антагонізму на твердому живил ь-
ному середовищі Гаузе-2. Для визначення антимі-
кробної дії досліджуваних штамів бактерій роду
Lactobacillus використовували метод агарових
блоків .

Досліди проводили в трьох повторностях. Ре-
зультати статистично обробляли, використовуючи
комп'ютерну програму Microsoft Exsel 97.

Результати дослідження та їх о бговорення
Першочерговою задачею наших досл і-

джень було вивчення впливу аеросилу А -300 на
ріст бактерій B. subtilis, основи пробіотика ендо-
спорину, при культивуванні їх у глибинних ум о-
вах (табл. 1).

Таблиця 1.Залежність ростових показників штамів бактерій Bacillus subtilis від концентрації аеросилу в середов ищі

B. subtilis 39 B. subtilis 51Концентрація аероси-
лу в середовищі, % Індекс стимуляції

(ІС)**
рН Індекс стимуляції

(ІС)
рН

0,05 0,65±0,11 7,0 0,26±0,05 6,2
0,1 0,91±0,07 6,95 0,70±0,03 6,4
0,3 1,53±0,41 6,75 0,95±0,07 5,9
0,5 1,85±0,71 6,8 1,33±0,14 6,0
1,0 1,70±0,53 7,0 1,0±0,10 6,0
3,0 0,50±0,10 7,4 0,50±0,15 6,8

Середовище без аеро-
силу  (К) *

1,0 7,2 1,0 7,2

* - контрольне синтетичне середовище з глюкозою .

** - ІС = Yдосл. / Y контр. , де Yдосл. і Yконтр.-  відносний приріст чисельності бактерій в досліді та контролі .
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Отримані результати показали, що найб ільш оп-
тимальною для росту бактерій концентрацією а е-
росилу в середовищі є 0,5 %. За 24 год росту кіл ь-

кість бактеріальних клітин збільшилася і склала
1,8-3,2·109 КУО/мл (табл. 2).

Таблиця 2. Вплив аеросилу (0,5%) на ріст бактерій Bacillus subtilis (через 24 год. росту)

B. subtilis 39 B. subtilis 51

Середовище
культивування

Кількість жи-
вих клітин,

КУО/ мл

Відносний
приріст чи-
сельності

клітин (Y) *

рН
середовища

Кількість жи-
вих клітин,

КУО/ мл

Відносний
приріст

чисельнос-
ті клітин

(Y)

рН
середовища

Середовище з
аеросилом

(0,5%)
3,2±0,61*109 152,8±27 6,8±0,2 1,78±0,15*109 148,3±12,5 6,0

Середовище
без аеросилу

(К)
2,88±0,55*109 137,1±25 7,2±0,2 1,49±0,31*109 124,2±20 7,2

 - Y= N24/N0 ,  де N0  і N24 - вихідна і кінцева (через 24 год росту ) концентрації клі тин мікроорганізму



Відносний приріст чисельності клітин, за яким
ми оцінювали дію аеросилу на ріст, склав у B.
subtilis 39  152,8±27, що на 11% вище показн иків
контролю, тобто без внесення аеросилу. Аналог і-
чну картину спостерігали  у B. subtilis 51 - віднос-
ний приріст клітин (148,3 ±12,5) на дослідному
середовищі (з аеросилом) перевищував на 19%
дані контролю.

І якщо прийняти індекс стимуляції росту ба к-
терій на середовищі без сорбенту  за одиницю, то
при оптимальній концентрації внесеного в сер е-
довище аеросилу (0,5%) він виявився максимал ь-
ним і склав 1,85± 0,71 для B. subtilis 39 і 1,33± 0,14
– для B. subtilis 51. При збільшенні ж дози  сорб е-
нту в середовищі до 1% ростова активність бакт е-
рій практично не змінювалася, але при концен т-
рації його вище 1% - різко знижувалася.

При використанні препаратів з живих мікроо р-
ганізмів для лікування дисбактеріозів головне їх
призначення щодо відновлення складу мікрофл о-
ри кишечнику  виконується тією незначною ча с-
тиною клітин бактерій, яка зосереджена на його
слизовій оболонці [15]. Як правило, при внесенні
у кишечник ліофільно висушених пробіотичних
препаратів  тільки 10% бактеріальних клітин пр и-
кріплюється на його поверхні, колонізуючи сл и-
зову оболонку [12] . Решта кількість клітин виво-
диться зовні. Тому одне з основних завдань, яке
виникає при розробці ефективних пробіотиків є
досягнення максимальної кількості живих клітин
в 1 дозі готового препарату. Встановлена пряма
залежність між числом мікробних клітин бацил,
які потрапляють до організму,та ступенем їх адг е-
зії до слизової оболонки кишечнику.

Отримані нами результати  дозволили зробити
висновок про біосумісність пробіотичних штамів
B. subtilis та аеросилу А-300. Тому на нашу думку

диоксид кремнію є перспективним сорбентом для
створення ефективних комплексних пр епаратів
на основі  аеробних спороутв орюючих бактерій.
Аеросил характеризується здатністю сорбувати
шкідливі токсичні речовини, а також сприяє пі д-
вищенню життєздатності корисних для організму
бактерій і перерозподілу останніх з хімуса до сл и-
зової оболонки. Створення таких комплексних
препаратів для корекції порушень мікробіоценозу
кишечнику є сьогодні дуже важливим  і актуаль-
ним питанням. У комбінованому препараті, який
буде включати і пробіотик і сорбент, досить зна ч-
на частина клітин бактерій може адсорбув атися на
сорбенті, утворюючи більшу площу дотику зі сл и-
зовою оболонкою, і таким чином підсилювати к о-
лонізаційну резистентність останньої.

Дослідження антагоністичної активності пр о-
біотичних штамів бацил показало, що їх здатність
пригнічувати розвиток умовн о патогенної мікро-
флори стабільно зберігається і після  конт акту  з
аеросилом (табл. 3).

Цікаво було також дослідити, як впливає аеро-
сил на ріст і фізіологічну активність деяких пре д-
ставників індигенної мікрофлори кишечнику.

Встановлено, що штами молочноки слих бак-
терій роду Lactobacillus інтенсивно росли і нако-
пичували біомасу на поживному середовищі, в
яке вносили аэросил у концентрації 0,5% (табл. 4).
При цьому концентрація життєздатних клітин б а-
ктерій перевищувала на 6,4-30,8%, в залежності
від  штаму молочнокислих бактерій, аналогічний
показник на контрольних середовищах. Кислот о-
утворення та антимікробна активність культур,
вирощених на середовищах з аеросилом, були на
рівні контрольних показників (табл. 4, 5).
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Таблиця 3. Антагоністична активність бактерій Bacillus subtilis, що культивувалися на середовищі з аеросилом

Зони затримки росту тест-культур, в мм
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Середовище з аеросилом

B. subtilis 39 21 19 18 23 23 26 1

B. subtilis 51 13 10 12 25 25 27 13

Середовище без аеросилу (контроль)

B. subtilis 39 20 17 16 21 22 >25 0

B. subtilis 51 15 9 11 23 22 >25 11

Таблиця 4. Вплив аеросилу на ріст і кислотоутворення молочнокислих бактерій роду Lactobacillus (через 24 год.
росту)

Lactobacillus fermentum 71 Lactobacillus plantarum 49
Кількість живих клі-

тин
Кількість живих клі-

тин

С
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ов

ищ
е

ку
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тоутво-
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Т0
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тоутво-
рення,

Т0

рН сере-
до-вища

МРС
(конт-
роль)

- 1,3±0,07*
108 100 105±20 4,2 3,1±0,30*

109 100 160±17 3,7-5,1

МРС+
аеросил 0,5 1,7±0,11*

108 130,8 110±30 4,6 3,3±0,09*
109 106,4 145±20 4,0-4,2

Таблиця 5. Порівняння антагоністичної активності молочнокислих бактерій п ри вирощуванні на середовищах з  до-
даванням аеросилу та контрольному

Зони затримки росту тест-культур, в мм
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Середовище
без аеросилу 14 18 21 19 23 24 0 21 -Lactobacillus

fermentum 71 Середовище
з аеросилом 15 20 25 17 24 26 2 23 -

Середовище
без аеросилу 22 24 21 - 18 19 1 23 30

Lactobacillus
plantarum 49 Середовище

з аеросилом 20 22 21 4 15 17 0 22 27
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Внесення аеросилу в середов ище для культи-
вування ентеропатогенної кишкової палички
сприяло зниженню титру життєздатних клітин б а-

ктерій на 50,5-58,1 % відповідно для штамів E.
coli 8К та 12К у порівнянні з контрольним серед о-
вищем (табл. 6).

Таблиця 6. Вплив аеросилу на ростові пока зники штамів Escheriсhia coli

E. coli 8К E. coli 12К
Середовище
культивування Кількість жи-

вих клітин,
КУО/мл

% від
контро-
лю

рН Кількість живих
клітин, КУО/мл

% від
контрол
ю

рН

З аеросилом,
(0,5 %)

5,1±0,21*109 50,5 4,2-4,5 4,5±0,32*109 58,1 4,0-4,2

Без аеросилу 1,01±0,9*109 100 6,2-6,3 7,75±0,53*109 100 6,1-6,3

Деякі автори вважають, що підвищення фізі о-
логічної активності мікроорганізмів на середов и-
щах з високодисперсними кремнеземами  обумов-
лено контактною взаємодією між ними, заснов а-
ною на розходженні їх електрокінетичних власти-
востей [17]. Встановлено, що заряд поверхні кл і-
тин формується за рахунок кислотних або осно в-
них груп і варіює в залежності від видової нале ж-
ності, а також від фази росту, складу   сер едовища
та  умов культивування [2]. Поверхня мік-
робних клітин, як і багатьох сорбентів, несе нег а-
тивний електрокінетичний заряд, що перешк о-
джає їх зближенню. У середовищах, що характ е-
ризуються лужною або нейтральною реакцією,
взаємодія мікроорганізмів з твердими матеріал а-
ми нерідко ускладнена чере з виникнення високо-
го енергетичного бар'єру [6].

Деякі дослідники показали, що при зсуві рН
середовища в кислу сторону знижується  велич и-
на заряду поверхні бактерій, а   негативний заряд
поверхні часток диоксиду кремнію зростає, що
супроводжується посиленням взаємодії клітин з
твердими матеріалами [18].

В процесі культивування бактерій B. subtilis на
середовищі з аеросилом спостерігали  тенде нцію
до зміни рН у кислу область  у середньому до 6,8
у випадку штаму 39 і до 6,0 у штаму 51 (початк о-
ве рН 7,2). Можливо, в даному випадку зниження
рН сприяє посиленню сорбційної взаємодії клітин

з діоксидом кремнію та стимуляції ростової акт и-
вності штамів бацил.

При вирощуванні штамів молочнокислих бак-
терій роду Lactobacillus спостерігається помітне
зниження рН , тому контакт клітин з аеросилом
може бути більш значним (див. табл.4).

Як відомо, на відміну від бацил, які характер и-
зуються слабкими адгезивними властиво стями,
конкурентну роль за місце прикріплення до епіт е-
лію слизової оболонки кишечнику і утворе ння на
ній біоплівки виконують головним чином біфід о-
бактерії, лактобактерії і деякі ентеробакт ерії, яким
в імобілізованому стані притаманна висока кол о-
нізаційна здатність.  Можна припустити, що роль
аеросилу як сорбенту при цьому  є більш ва гома,
ніж для бацил.

Висновки

Отримані дані свідчать про позитивний вплив
аеросилу на пробіотичні штами бацил, предста в-
ників індигенної мікрофлори кишечнику та інг и-
буючу дію високодисперсного кремнезему щодо
ростової активності ентеропатогенних штамів
кишкової палички. Таким чином, проведені дослі-
дження показали перспективність аеросилу для
створення  комплексних препаратів на основі до-
сліджуваних штамів B. subtilis.
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