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Актуальность. Профилактика желудочно-кишечных заболеваний сельскохозяйственной птицы, а особенно ее молодняка в настоящее время является неотъемлемым мероприятием в организации любого рентабельного птицеводческого хозяйства [1]. Для этого в птицеводстве используют кормовые антибиотики. Повысить питательность и усвояемость корма и, соответственно, увеличить индекс продуктивности можно за счет использования экзогенных ферментов [2]. Однако, в последнее время, все большее внимание привлекают микробные пробиотические кормовые добавки, на основе штаммов с высоким уровнем продукции антимикробных субстанций и гидролитических ферментов.  В связи с этим, представляется перспективными исследования, направленные на разработку пробиотико - ферментативных микробных кормовых добавок. Современным направлением в их создании является применение бактерий рода Bacillus.
Объект исследования. Нативная микробная культура штамма Bacillus subtilis P-2.

Цель исследования - отработать технологию получения кормового пробиотика на основе лиофилизированной биомассы штамма  B.subtilis P-2.
Задачи: Подобрать питательную среду и оптимальные условия культивирования штамма B. subtilis     Р-2;
Определить антагонистическую и ферментативную активности нативной микробной культуры B. subtilis P-2;
Подобрать режим концентрирования нативной культуры  B.subtilis P-2;

Подобрать условия лиофилизации биомассы культуры штамма Bacillus subtilis P-2.

Материалы и методы: определение антагонистической активности - метод «отсроченного антагонизма», метод «лунок»; определение ферментативной активности – колориметрический метод определения протеолитической и целлюлозолитической активности, лиофилизация на сублимационной сушилке в лиофильной камере LyoQuest-85 (Испания).
Результаты исследования и обсуждение: Бациллы – это подвижные палочки с закругленными или обрубленными концами, образуют термоустойчивые эндоспоры, располагающиеся центрально, терминально и субтерминально. Каталазоположительные, по методу Грама, окрашиваются положительно. Хорошо растут при 7% растворе NaCl, разлагают желатину, гидролизуют крахмал и мочевину, разлагают казеин, тирозин. Не образуют газ из нитратов в анаэробных условиях. Образуют кислоты из глюкозы, сбраживают  глюкозу, галактозу, раффинозу, ксилозу, манит, не утилизируют дульцит.
Бактерии рода Bacillus привлекают внимание вследствие их способности секретировать в среду большие количества белка, большинство их не патогенно, и они являются продуцентами ферментов, антибиотиков, аминокислот и других веществ [3].
Применение представителей бактерий рода Bacillus разнообразно. Многие виды бацилл активно используются микробиологической промышленностью для производства биопрепаратов для повышения плодородия почв;  для борьбы  с фитопатогенными грибами и насекомыми; для решения экологических проблем, таких как очистка сточных и канализационных вод; биоремедиации загрязненных почв; в пищевой промышленности они применяются в качестве консервантов; в медицине и ветеринарии используются в качестве пробиотических препаратов [4].

Таким образом, анализ литературных данных свидетельствует о том, что пробиотики на основе рода Bacillus заняли достойное место в арсенале средств, предназначенных для коррекции дисбиотических состояний. Накоплен обширный материал, касающийся сфер их применения в медицине и сельском хозяйстве, а также определен круг проблем и перспективы создания или усовершенствования на основе современных представлений о механизмах действия.
Культивирование штамма Bacillus subtilis P-2. Колбы со стерильной питательной средой  инокулировали суточной культурой  B. subtilis Р-2. Культивирование проводили  при температурах 200С, 280 С и 370  С в течение 24 часов в условиях интенсивной аэрации и без нее, затем измеряли оптическую плотность.  Штамм лучше растет в условиях аэрации при температурном режиме 370С,  на качалке со встряхиванием (n=200-220 об/ мин).

Определение общего микробного числа. Общее микробное число (ОМЧ) определяли методом последовательных десятикратных разведений испытуемого микробного материала в 0,85% - ном растворе хлористого натрия с последующим подсчетом бацилл в камере Горяева. Концентрацию живых микроорганизмов (КЖМ) определяли методом десятикратных последовательных разведений испытуемого микробного материала в 0,85%-ном растворе хлористого натрия с последующим его высевом на МПА в чашки Петри. 

Определение антагонистической активности. Антагонистическую активность определяли методом отсроченного антагонизма в модификации перпендикулярных штрихов. На плотную питательную среду 2% МПА, разлитую в чашки Петри по 15-20 мл, засевали культуру бацилл штрихом по диаметру чашки, инкубировали в при 37оС в течение суток.  По истечении срока инкубации штрихом в перпендикулярном направлении от зоны роста испытуемого штамма подсевали культуры тест-микробов. Чашки вновь помещали в термостат на 24 часа. Контролем роста тест-штаммов служил их параллельный посев на чашки с той же средой без исследуемой культуры. После 24 часов измеряли размер зон задержки роста индикаторных штаммов.
Антагонистическая активность исследованной культуры считалась нулевой при ширине зоны отсутствия роста тест-штаммов до 1,0 мм, низкой – при 1,1-4,9 мм, средней - при 5,0-8,9 мм, высокой – при 9,0 мм и более. 

Для подбора оптимальных режимов концентрирования нативной микробной культуре B. subtilis  Р-2 на сепараторе была проведена серия экспериментов. Первоначально уточняли оптимальную скорость подачи НМК в барабан сепаратора, обеспечивающую эффективное разделение культуральной жидкости при концентрировании. Была проанализирована взаимосвязь эффективности разделения от расхода НМК, подаваемой на концентрирование.  Для этого было приготовлено 3 серии  НМК. 

Товарная форма большинства пробиотиков и микробных кормовых добавок выглядит в виде лиофилизированной биомассы во флаконах. Лиофилизация позволяет сохранить в течение долгого времени биологическую активность препарата и формирует пористую структуру сухого материала, легко переходящую в раствор при регидратации. Обезвоживание, в особенности методом лиофилизации позволяет хранить клетки десятки лет при положительных температурах с минимальными потерями. По-видимому, это наименее энергоемкий способ консервации. 

Выводы

Подобрана производственная питательная среда ПС-1 для культивирования штамма  B.subtilis Р-2. 

Штамм B.subtilis Р-2 характеризуется высоким уровнем антимикробной активности против энтеробактерий и стафилококков, высокой протеолитической и целлюлозолитической активностями.
Наибольшая эффективность разделения нативной микробной культуры B.subtilis Р-2 достигается при скорости ее подачи в барабан сепаратора не более 30 л/час. Время накопления биомассы в барабане сепаратора – 60 минут.
Подобраны условия лиофилизации биомассы и методы его контроля.
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