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Аннотация. Разработаны элементы техноло-

гии производства микробиопрепаратов в препара-

тивной форме смачивающийся порошок при 

стационарном культивировании перспективных 

бактериальных штаммов антагонистов возбудите-

ля сухой гнили подсолнечника. Определены оп-

тимальные источники азотного и углеродного 

питания и сложные питательные среды для выра-

щивания трех перспективных штаммов бактерий 

из родов Bacillus и Pseudomonas. Для штамма     

5Б-1 Bacillus subtilis лучшим источником азотного 

питания установлен кукурузный экстракт, а ис-

точниками углеродного питания – глицерин и ме-

ласса. Наибольший вес сухой бактериальной 

биомассы штамма D 1-1 Bacillus sp. установлен на 

питательной среде, где в качестве азотного пита-

ния выступал азотнокислый натрий, а в качестве 

источников углерода – сахароза и меласса. Для 

обоих штаммов бактерий рода Bacillus определе-

ны оптимальные сложные питательные среды: 

Чапека для бактерий и Тайлона-3. Для культиви-

рования штамма 14-4 Pseudomonas sp. лучшими 

источниками азотного питания установлены куку-

рузный экстракт и азотнокислый натрий, а угле-

родного – сахароза. Наиболее оптимальными 

сложными питательными средами для этого штам-

ма определены Кинга В и Чапека для бактерий. 
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Abstract. The elements of production technolo-

gies of microbiopreparations in a preparative form 

wetting powder at a stationary surface cultivation of 

promising bacterial antagonist strains of a dry rot 

pathogen on sunflower. The optimal sources of nitro-

gen and carbon-based and compound nutrient media 

for cultivation of three promising bacterial strains 

from the genera Bacillus and Pseudomonas. An ex-

cellent source of nitrogen for a strain 5B-1 Bacillus 

subtilis is corn steep liquor, and of carbon – glycerin 

and molasses. The highest weight of dry bacterial 

biomass of a strain D 1-1 Bacillus sp. was on a nutri-

ent medium where sodium nitrogen was used as a 

nitrogen source and sucrose and molasses – as a car-

bon-based source. For both bacterial strains of a ge-

nus Bacillus the optimal were such compound 

nutrient media as Chapek’s for bacteria and Tylon-3. 

For cultivation of a strain 14-4 Pseudomonas sp. the 

best nitrogen sources were corn steep liquor and sodi-

um nitrogen, and carbon-based – sucrose. The most 

optimal compound nutrient medium for these strains 

were King B and Chapek’s for bacteria.  

  

Key words: bacteria-antagonists, dry rot on sun-

flower, microbiopreparations, stationary cultivation, 

sources of carbon and nitrogen nutrition, nutrient me-

diums 
 

Введение. В регионах с теплым клима-
том наблюдается тенденция увеличения 

распространения и вредоносности сухой 
гнили подсолнечника, возбудителем ко-
торой являются грибы рода Rhizopus Eh-
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renb. [1]. Болезнь распространена во мно-
гих странах возделывания подсолнечника. 
При благоприятных условиях потери уро-

жая от сухой гнили могут достигать    40 %, 
что наносит значительный экономиче-

ский урон сельхозтоваропроизводителям 
[2; 3; 4; 5; 6]. 

В современной экологической ситуации 

назрела крайняя необходимость биологи-
зации сельскохозяйственного производ-

ства. Поэтому разработка биотехнологий 
получения и применения современных 
конкурентоспособных микробных препа-

ратов для сельского хозяйства, позволяю-
щих снизить отрицательные последствия 

применения химическких пестицидов, 
становится первоочередной задачей соци-
ально-экономического развития госу-

дарств. В нашей стране нет зарегистриро-
ванных биологических препаратов для за-

щиты подсолнечника от сухой гнили. 
В лаборатории биометода агротехноло-

гического отдела ФГБНУ ФНЦ ВНИИМК 

с 2021 г. ведутся исследования по разра-
ботке микробиологического метода сни-
жения вредоносности сухой гнили 

подсолнечника. Так, в результате ступен-
чатого скрининга коллекционных бактери-

альных штаммов антагонистов к 
агрессивному изоляту возбудителя сухой 
гнили подсолнечника Rhizopus oryzae Went 

& Prins. Geerl. было выделено три штамма, 
обладающих антифунгальной активностью 

in vitro, а также защитным и колонизиру-
ющим эффектом на фоне искусственного 
заражения патогеном. Отобранные штам-

мы не проявляли фитотоксичности к куль-
туре, а, напротив, обладали ростостиму-

лирующей активностью [7; 8; 9]. 
Данные исследования посвящены раз-

работке элементов технологии производ-

ства микробиопрепаратов на основе 
выделенных трех перспективных бакте-

риальных антагонистов из родов Bacillus 
и Pseudomonas, включающих подбор оп-
тимальных источников азотного и угле-

родного питания, а также сложных 
жидких питательных сред при стационар-

ном культивировании штаммов. 

Материалы и методы. Объектами ис-
следований служили два штамма бакте-
рий из рода Bacillus – D 1-1 Bacillus sp. и 

5Б-1 Bacillus subtilis, и один из рода Pseu-
domonas – 14-4 Pseudomonas sp., источни-

ки азотного и углеродного питания, а 
также сложные питательные среды. 

Определение оптимальных элементов 

питания для выращивания перспективных 
штаммов-продуцентов микробиопрепара-

тов проводили на жидкой питательной 
среде Чапека для бактерий [10], которая 
являлась эталоном. Источниками азотно-

го питания служили пептон, азотнокис-
лый натрий, дрожжевой и кукурузный 

экстракты, с неизменным источником уг-
леродного питания – сахароза (эталон). 
Источниками углеродного питания слу-

жили глюкоза, сахароза, глицерин и     
меласса, при этом неизменным компо-

нентом азотного питания был азотнокис-
лый натрий (эталон). Стационарное 
выращивание антагонистов осуществляли 

при температуре 25 °С в течение 10 суток 
в колбах Эрленмейера (250,0 мл) с объе-
мом питательной среды 100,0 мл, при 

этом в каждую колбу высевали одинако-
вый агаровый блок со штаммом антаго-

нистом. 
Определение оптимальных сложных 

жидких питательных сред проводили при 

стационарном культивировании бактери-
альных штаммов. Испытывали среды: 

Тайлона-3 – для бактерий из рода 
Bacillus, Кинга В – для бактерии из рода 
Pseudomonas, а также Чапека для бакте-

рий, мясо-пептонный бульон (МПБ) и 
пептон-дрожжевую среду [11; 12; 13].  

По окончании культивирования штам-
мов определяли вес сухой биомассы пу-
тем осаждения и высушивания 

выращенной бактериальной пленки при 
температуре 105 °С до постоянного веса. 

Повторность в каждом опыте трехкрат-
ная. 

Результаты и обсуждение. В процессе 

выполнения исследований нами была 
разработана шкала для учета роста бакте-

риальных штаммов при стационарном 
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культивировании на жидких питательных 
средах (рис. 1), где:  

0 баллов – отсутствие роста или только 
обрастание посевного блока;  

1 балл – рост бактерии поверхностный 
отдельными колониями или только по 
краю в колбе, может присутствовать и 
слабый глубинный рост;  

2 балла – тонкая сплошная поверх-
ностная бактериальная пленка или только 
глубинный рост бактерии;  

3 балла – плотная складчатая поверх-
ностная бактериальная пленка. 

 

 
              0 баллов                  1 балл  
 

 
          2 балла                       3 балла 

 

Рисунок 1 – Шкала оценки роста  
бактериальных штаммов на жидких  

питательных средах при стационарном 
культивировании, 2023 г. (ориг.) 

 
Для бактериального штамма 5Б-1 Ba-

cillus subtilis в качестве наиболее благо-
приятного источника азотного питания 
выступил кукурузный экстракт, где обра-
зовалась тонкая сплошная поверхностная 
пленка (2 балла) и вес сухой биомассы 
составил 0,43 г/100 мл среды, что суще-
ственно по отношению к эталону. При 

выращивании на питательной среде с до-
бавлением дрожжевого экстракта и азот-
нокислого натрия наблюдали менее 
обильный поверхностный рост бактерии 
(1 балл), но присутствовал слабый глу-
бинный. Вес бактериальной биомассы в 
этих вариантах был примерно одинако-
вым – 0,32–0,33 г/100 мл среды. Неблаго-
приятным источником азотного питания 
для бациллярного штамма оказался пеп-
тон, при добавлении которого на поверх-
ности среды формировались лишь 
отдельные колонии бактерии (1 балл) и 
вес сухой биомассы составил всего      
0,27 г/100 мл среды (рис. 2). 

 

 
 

Рисунок 2 – Влияние различных   
источников азотного питания на рост 

бактериальных штаммов на питательной 
среде Чапека для бактерий, через 10 суток 

стационарного культивирования,  
2023 г. (ориг.) 

* вес сухой бактериальной биомассы в расче-
те на 100 мл питательной среды 

 
Для штамма D 1-1 Bacillus sp. макси-

мальный вес бактериальной биомассы 
установлен на питательной среде, где в ка-
честве азотного питания выступал азотно-
кислый натрий (эталон) – 0,76 г/100 мл 
среды, при этом в данном варианте выяв-
лен глубинный рост бактерии (2 балла). 
При добавлении пептона, дрожжевого и 
кукурузного экстрактов наблюдался сла-
бый глубинный рост (1 балл), поэтому вес 
сухой биомассы был значительно ниже 
эталона и варьировал от 0,45 до 0,49 г/100 мл 
среды. 

Лучшими источниками азотного пита-
ния для культивирования штамма           

НСР05 0,23 

14-4 Pseudomonas sp. 
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14-4 Pseudomonas sp. оказались кукуруз-
ный экстракт и азотнокислый натрий, при 
добавлении которых формировалась тон-
кая сплошная пленка (2 балла), а вес сухой 
биомассы составил 0,86 г и 0,62 г/100 мл 
среды соответственно. Тогда как при до-
бавлении пептона и дрожжевого экстракта 
рост штамма псевдомонады был слабым  
(1 балл), а вес снижался в 2,5–3,6 раза и 
составил 0,24–0,25 г/100 мл среды. 

Лучшими источниками углеродного 
питания для бактериального штамма    
5Б-1 Bacillus subtilis установлены глице-
рин и меласса. При добавлении глицерина 
в среде сформировались отдельные по-
верхностные колонии и слабый глубин-
ный рост (1 балл), а вес сухой биомассы 
составил 0,46 г/100 мл среды, что суще-
ственно по отношению к эталону. При 
добавлении мелассы выросла сплошная 
тонкая поверхностная пленка (2 балла) 
при весе сухой бактериальной биомассы 
0,40 г/100 мл среды. Неблагоприятными 
источниками углерода установлены глю-
коза и сахароза, при добавлении которых 
рост колоний был слабым (1балл) и уста-
новлен минимальный вес сухой бактери-
альной биомассы – 0,26–0,33 г/100 мл 
среды соответственно (рис. 3). 

 

 
 

Рисунок 3 – Влияние различных  
источников углеродного питания на рост 

бактериальных штаммов на питательной 
среде Чапека для бактерий, через 10 суток 

стационарного культивирования,  

2023 г. (ориг.) 
* вес сухой бактериальной биомассы  

в расчете на 100 мл питательной среды 

При стационарном культивировании 
штамма D 1-1 Bacillus sp. было выявлено 
два лучших элемента в качестве источни-

ка углерода – сахароза (эталон) и меласса, 
между которыми не было существенных 

различий. Следует отметить, что в среде с 
мелассой сформировалась плотная 
сплошная бактериальная поверхностная 

пленка (3 балла), а с сахарозой – отдель-
ные колонии глубинного роста (2 балла), 

но при этом вес сухой биомассы отличал-
ся незначительно – 0,76 и 0,72 г/100 мл 
среды соответственно. Глюкоза и глице-

рин оказались неблагоприятными для вы-
ращивания данного штамма, так как при 

их добавлении отмечался слабый рост ко-
лоний (1 балл), а вес снижался в 2,1–     
4,5 раза и составил 0,17–0,35 г/100 мл 

среды соответственно. 
Для бактерии 14-4 Pseudomonas sp. оп-

тимальным источником углерода уста-
новлена сахароза (эталон), при 
добавлении которой к среде наблюдалось 

формирование отдельных поверхностных 
колоний и глубинного роста (2 балла), и 
при этом установлен максимальный вес 

сухой биомассы (0,62 г/100 мл среды). 
Тогда как добавление глюкозы, глицери-

на и мелассы тормозило рост штамма     
(1 балл), а вес сухой бактериальной био-
массы снижался в 2 раза, составив 0,25–

0,33 г/100 мл среды, что существенно по 
отношению к эталону. 

С целью определения оптимальных 
питательных сред для культивирования 
штаммов бактерий изучали пять сложных 

сред (Тайлона-3, Кинга В, пептон-
дрожжевую, Чапека для бактерий и мясо-

пептонный бульон (МПБ)). 
Для штаммов 5Б-1 Bacillus subtilis и D 

1-1 Bacillus sp. максимальный вес сухой 

бактериальной биомассы (0,33 и            
0,76 г/100 мл среды соответственно) по-

лучен на синтетической универсальной 
среде Чапека для бактерий (эталон), при 
этом в колбах отмечен глубинный рост 

отдельными колониями (2 балла). На сре-
де Тайлона-3 эти штаммы сформировали 

плотную поверхностную пленку (3 бал-
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ла), однако вес сухой бактериальной био-
массы снижался в 1,3–1,5 раз (0,25 и     
0,48 г/100 мл среды соответственно), что 

существенно по отношению к эталону. 
 

 
 

Рисунок 4 – Влияние сложных  
питательных сред на рост бактериальных 
штаммов, через 10 суток культивирования, 

2023 г. (ориг.) 
* вес сухой бактериальной массы в расче-

те на 100 мл питательной среды 
 

Для бактерии 14-4 Pseudomonas sp. 

максимальный рост поверхностной плен-
ки (3 балла) и вес сухой биомассы выяв-

лен на среде Кинга В – 0,77 г/100 мл 
среды, что не существенно по отношению 
к эталону, так как на среде Чапека для 

бактерий при глубинном росте этот пока-
затель был достаточно высокий –          

0,62 г/100 мл среды. Показатели роста и 
веса на двух других средах (МПБ и пеп-
тон-дрожжевая) были существенно ниже 

эталона. 
Заключение. Определены оптималь-

ные условия выращивания перспектив-
ных бактериальных штаммов-продуцен-
тов для разработки элементов технологии 

производства микробиопрепаратов в пре-
паративной форме смачивающийся по-

рошок. Для штамма 5Б-1 Bacillus subtilis 
установлен наиболее благоприятный ис-
точник азотного питания – кукурузный 

экстракт, с наибольшим весом сухой 
биомассы – 0,43 г/100 мл среды. Лучши-

ми источниками углеродного питания вы-

ступили глицерин, при добавлении кото-
рого в среде наблюдался слабый глубин-
ный рост при весе сухой биомассы       

0,46 г/100 мл среды, и меласса с формиро-
ванием тонкой сплошной поверхностной 

пленки – 0,40 г/100 мл среды. Наиболее 
благоприятной сложной питательной сре-
дой оказалась Чапека для бактерий с весом 

сухой биомассы 0,33 г/100 мл среды и 
Тайлона-3 – 0,25 г/100 мл среды. 

Наибольший вес сухой бактериальной 
массы для штамма D 1-1 Bacillus sp. уста-
новлен на питательной среде, где в каче-

стве азотного питания выступал 
азотнокислый натрий при весе сухой бак-

териальной массы 0,76 г/100 мл среды, а в 
качестве источников углерода – сахароза 
и меласса (0,76 и 0,72 г/100 мл среды со-

ответственно). Оптимальной средой, на 
которой штамм рос в глубине среды от-

дельными колониями, определена Чапека 
для бактерий при весе сухой бактериальной 
биомассы 0,76 г/100 мл среды, а макси-

мальная поверхностная пленка установлена 
на среде Тайлона-3 (0,48 г/100 мл среды). 

Лучшими источниками азотного пита-

ния для культивирования штамма           
14-4 Pseudomonas sp. являются кукуруз-

ный экстракт и азотнокислый натрий, при 
добавлении которых вес сухой биомассы 
составил 0,86 и 0,62 г/100 мл среды соот-

ветственно. Максимальный вес сухой 
биомассы (0,62 г/100 мл среды) выявлен 

при использовании сахарозы в качестве 
единственного источника углерода в пи-
тательной среде. Наиболее оптимальны-

ми сложными питательными средами 
установлены Кинга В с весом сухой био-

массы 0,77 г/100 мл среды и Чапека для 
бактерий (0,62 г/100 мл среды). 
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