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Введение 
Сегодня мировая индустрия комбикормов развивается динамично, однако уже в 2013 г. 

прогнозируется падение производственных показателей на 3–5% в сравнении с уровнем 
2012 г. Поэтому возрастание удельного веса биологически активных кормовых добавок в 
рационах сельскохозяйственных животных и птицы станет общей тенденцией, которая уже 
наметилась в Китае, Индии и Бразилии. Там рост производства кормовых добавок в 2011 г. 
составил 23%, а к 2018 г. достигнет 39%. Прогнозируется, что совокупный среднегодовой 
темп роста мирового рынка кормовых добавок в период с 2011 по 2018 гг. составит 3,8%, а 
доход за это время вырастет с 13,5 до 18,5 млрд. долл. США.  

При действующем в Европе ограничении на использование в животноводстве и 
птицеводстве антибиотиков, вызывающих различные побочные эффекты, особая роль в 
ведении животноводства отводится про- и пребиотикам. Они стимулируют неспецифический 
иммунитет и тем самым активизируют защитные функции организма животных, снижают их 
заболеваемость, прежде всего вызванную дисфункциями пищеварительного тракта, 
сокращают сроки выздоровления, а также улучшают процессы пищеварения и усвоения 
питательных веществ, повышают аппетит, увеличивают приросты и т.д. [1–3]. Учитывая 
предполагаемый рост мирового производства кормовых добавок, разработка технологий 
получения новых продуктов, в том числе комплексного действия, является актуальной 
задачей, в том числе и для Беларуси. 

Ранее нами методом многоступенчатой адаптации к повышающимся концентрациям 
лактозы селектирован морфологически и биохимически стабильный штамм Arthrobacter 
sulfonivorans БИМ B-499-Д [4, 5], на основе которого разработан способ получения 
внеклеточной β-галактозидазы [6]. Показано, что продуцируемый бактериями фермент 
in vivo катализирует реакцию трансгалактозилирования лактозы (в том числе и в составе 
молочной сыворотки) с эффективностью образования галактоолигосахаридов, зависящей от 
концентрации дисахарида в среде культивирования [7–10]. В результате лабораторных 
исследований выявлена возможность использования ферментативно синтезируемых in vivo 
олигосахаридов в качестве кормовой добавки [11]. 

Цель настоящей работы – оптимизация условий получения содержащей галакто-
олигосахариды кормовой добавки и оценка эффективности ее применения в рационах 
цыплят-бройлеров в полупроизводственных условиях. 

Методы исследования 
В качестве объекта исследования был использован штамм бактерий Arthrobacter 

sulfonivorans БИМ B-499-Д (далее A. sulfonivorans), депонированный в Белорусской 
коллекции непатогенных микроорганизмов. 

Культуру бактерий поддерживали на пептонно-дрожжевом агаре, включавшем (в %): 
пептон – 1,0; дрожжевой экстракт – 0,5; NaCl – 0,5; агар-агар – 1,0; лактозу – 10,0;pH 7,2–7,4. 

Глубинное культивирование бактерий проводили в колбах Эрленмейера объемом 250 
или 2000 мл с соответственно 50 или 1000 мл питательной среды на качалке (180–
200 об/мин) при 27–29оС в течение 48–96 ч.  
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В состав питательной среды входили (в %): пептон – 1,0; дрожжевой экстракт – 0,5; 
K2HPO4 – 0,3; MgSO4·7H2O – 0,1; исходный рН – 6,5. 

В качестве источника углеводного питания использовали лактозу (5–20%), а также 
сухое обезжиренное молоко (10,0%), которое являлось единственным ингредиентом 
питательной среды при наработке лабораторного образца кормовой добавки. 

Посевным материалом служили 4–6 об.% водной суспензии клеток бактерий, 
выращенных при 27–29оС на пептонно-дрожжевом агаре с 1,5% лактозы в течение 72 ч. 

В культуральной жидкости и ее бесклеточном фильтрате определяли количество белка 
[12], активность β-галактозидазы [13], рН – потенциометрически, содержание сухих 
веществ – рефрактометрически. 

Предварительные испытания токсикологических свойств кормовой добавки проводили 
на белых мышах обоего пола массой тела 19–21 гв соответствии с [14]. Введение добавки 
мышам опытной группы осуществляли внутрижелудочно с помощью зонда после 12-часовой 
голодной диеты однократно в дозах 5 000, 10 000, 15 000, 20 000 и 25 000 мг/кг, животным 
контрольной группы – дистиллированную воду в количестве 25 000 мг/кг. Наблюдение за 
животными вели в течение 14 сут. 

Свойство исследуемых бактерий синтезировать галактоолигосахариды изучали в 
растущей культуре. Для этого штамм выращивали в содержащих молоко средах в течение 
72 ч, после чего бесклеточные фильтраты культуральной жидкости для инактивации 
фермента выдерживали в течение 5–10 мин на кипящей водяной бане. Охлажденные и 
разбавленные дистиллированной водой бесклеточные фильтраты наносили на 
хроматографические пластины в количестве 1,0–1,5 мкл. Разделение маркерных и 
ферментативно синтезированных сахаридов проводили методом восходящей тонкослойной 
хроматографии на пластинах Silufol (Kavalier, Чехия) в системе изопропанол – этилацетат – 
вода (2:2:1). Продукты разделения проявляли 0,2%-ным раствором β-нафторезорцина в 96%-
ном этиловом спирте, содержащем 10 об.% ортофосфорной кислоты, при температуре 110оС 
в течение 5 мин. Документирование полученных результатов проводили сканированием 
хроматографических пластин. 

Изучение эффективности кормовой добавки проводилив полупроизводственных 
условиях Витебской ордена «Знак Почета» государственной академии ветеринарной 
медицинына цыплятах–бройлерах кросса «Росс-308», из которых по принципу аналогов 
были сформированы 2 группы по 30 голов в каждой. Птицу содержали напольно на глубокой 
подстилке в течение 42 сут. Цыплятам опытной группы в основной рацион, состоящий из 
комбикормов ПК-5 и ПК-6, с водой дополнительно вводили кормовую добавку из расчета 
1,5 мл/голову в сут. 

Учет живой массы животных проводили путем их группового или индивидуального 
взвешивания. 

Биохимические показатели крови от птицы, стабилизированной 1%-ным раствором 
гепарина, выполняли на автоматическом анализаторе EUROLyser с использованием 
диагностических наборов Cormay (Польша) в соответствии с инструкциями производителя. 

При проведении микробиологических исследований стерильно отобранное содержимое 
кишечника птицы массой 1 г последовательно разводили стерильным физиологическим 
раствором, и 0,1 см3 каждого из разведений высевали в чашки Петрина агаризованные 
питательные среды [15]. Для селективного выделения бифидобактерий использовали среду 
«Бифидобактериум», лактобактерий – среду МРС, кишечной палочки и других бактерий 
семейства Enterobacteriaceae – среду Эндо, микромицетов – агар Сабуро. Посевы для 
выделения факультативно-анаэробных микроорганизмов инкубировали при 37оС в течение 
24–48 ч, строгих анаэробов (бифидо–и лактофлоры) –72–120 ч в анаэробных условиях в 
микроанаэростате; микромицетов – при 25оС в течение 3–10 сут.  

Идентификацию микробных культур проводили по общепринятым методикам с учетом 
морфологических, культуральных и биохимических свойств. Количество микроорганизмов в 
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кормовой добавке и в содержимом кишечника, а также микробиологические показатели 
тушек цыплят оценивали согласнодействующим ТНПА[16–18].  

Приведенные результаты представляют собой статистически обработанные данные 1–
2 опытов, выполненных в трех повторностях.  

Результаты и обсуждение 
Известно, что олигосахариды и, в частности, галактоолигосахариды оказывают 

пребиотический эффект, способствуя пролиферации бифидо- и лактобактерий, угнетают 
рост патогенных микроорганизмов, не оказывая отрицательного воздействия на нормальную 
микрофлору кишечника, стимулируют его перистальтику, содействуют усвоению кальция и 
магния, проявляют иммуномодулирующее и гипохолестеринемическое действие, снижают 
риск развития опухолей [2, 3]. Сообщается также о свойстве микробных β-галактозидаз 
in vivoи in vitro катализировать реакцию синтеза галактоолигосахаридов, как правило, в 
средах с высоким (до 60%) содержанием лактозы [19]. 

Приведенные в таблице 1 данные свидетельствуют о том, что с повышением от 5 до 
20% содержания лактозы в среде культивирования бактерий A. sulfonivorans в первые 48 ч 
отмечается замедление роста, обусловленное увеличением протяженности лаг-фазы их 
развития. К 72 ч накопление биомассы культурой во всех вариантах опыта практически 
выравнивается (11,20–14,40 мг/мл), а к 96 ч достигает наибольшей величины в средах с 
максимальным содержанием лактозы (20%). В то же время синтез β-галактозидазы 
находится в обратно пропорциональной зависимости от концентрации лактозы в 
питательной среде, независимо от длительности культивирования A. sulfonivorans 
(таблица 1). 

 
Таблица 1 – Динамика роста A. sulfonivoransи синтеза β-галактозидазы в средах с различным 
содержанием лактозы 
Лактоза, 

% 

Длительность 
культиви-
рования, ч 

Биомасса, 
мг/мл Белок, мг/мл 

β-Галактозидаза: 

ед/мл ед/мг  
биомассы 

ед/мг 
белка

5 
48 7,82±0,39 0,12±0,006 3,10±0,16 0,40±0,02 25,83±1,30
72 14,40±0,70 0,16±0,008 7,74±0,38 0,54±0,03 48,37±2,41
96 14,90±0,71 0,25±0,011 28,00±1,40 1,88±0,09 112,00±5,62

10 
48 7,08±0,35 0,09±0,005 1,05±0,05 0,15±0,01 11,67±0,50
72 13,40±0,66 0,10±0,005 2,88±0,14 0,21±0,01 28,80±0,88
96 18,00±0,91 0,25±0,012 10,60±0,51 0,59±0,03 42,40±2,40

15 
48 3,98±0,20 0,11±0,005 0,32±0,02 0,08±0,01 2,91±0,14
72 12,70±0,64 0,13±0,006 1,19±0,06 0,09±0,01 9,15±0,49
96 18,00±0,90 0,18±0,009 3,80±0,19 0,21±0,01 21,11±1,10

20 
48 2,69±0,13 0,09±0,005 0,12±0,01 0,04±0,01 1,33±0,06
72 11,20±0,55 0,12±0,005 0,77±0,04 0,07±0,01 6,42±0,30
96 19,40±0,10 0,17±0,008 1,86±0,09 0,10±0,01 10,94±0,53

В бесклеточных фильтратах культуральной жидкости A. sulfonivorans обнаруживаются 
сахариды с молекулярной массой существенно большей, чем используемые в качестве 
маркеров глюкоза, галактоза и лактоза (рисунок 1). При этом, с увеличением концентрации 
лактозы доля высокомолекулярных сахаридов, образующихся in vivo с участием 
внеклеточной β-галактозидазы, а также глюкозы возрастает, тогда как содержание галактозы 
снижается. Аналогичные результаты получены и при выращивании A. sulfonivorans в средах 
с различным содержанием молока – от 2,5 до 10,0% по содержанию лактозы. Полученные 
нами данные полностью согласуются с данными литературы об увеличении 
трансгалактозидазной активности фермента в питательных средах с высоким содержанием β-
галактозидов, в частности, лактозы [19]. 

Путем культивирования A. sulfonivorans в среде с 10% сухого молока в качестве 
единственного источника питания наработан лабораторный образец жидкой кормовой 
добавки, характеризующейся следующими показателями: рН 6,5; содержание сухих 
веществ – 11,2%; белок – 7,5 мг/мл; β-галактозидазная активность – 0,95 ед/мл; 
галактоолигосахариды – присутствуют; КОЕ/мл – 2,5х108. В соответствии с данными 



Труды БГУ 2013, том 8, часть 1    Биотехнология 

 227 

токсикологических испытаний, лабораторный образец кормовой добавки по параметрам 
острой оральной токсичности отнесен к 4 классу опасности – веществам малоопасным (ЛД50 

более 5 000 мг/кг)[20]. 
 

1 – смесь глюкозы, галактозы и лактозы (сверху вниз); 2, 3, 4, 5 – 
бесклеточные фильтраты культуральной жидкости с исходным содержанием 

лактозы соответственно 5, 10, 15 и 20% 
 

Рисунок 1 – Хроматограмма сахаридов, синтезированных in vivo с участием 
β-галактозидазы A. sulfonivorans в средах с различным содержанием лактозы 

 
Результаты проведенных полупроизводственных испытаний показали, что введение в 

рацион цыплят-бройлеров кормовой добавки, содержащей живые клетки A. sulfonivorans и 
ферментативно синтезированные in vivo галактоолигосахариды, повышало среднесуточные 
приросты живой массы птицы на 11,8% (рисунок 2). Причем наибольший абсолютный 
прирост приходился на вторую, заключительную стадию откорма птицы – на период с 24 по 
42 сут (рисунок 2), а максимум среднесуточных приростов, составляющий 25,4% по 
сравнению с контролем, – на период с 25 по 32 сут (рисунок 3). При этом наблюдалась 
активизация белкового, жирового, минерального и витаминного обменов у цыплят опытной 
группы, нормализовалась работа их печени, что подтверждалось снижением содержания в 
крови холестерина и билирубина (таблица 2). 

  

Рисунок 2 – Динамика живой массы цыплят-
бройлеров 

Рисунок 3 – Среднесуточные приросты 
живой массы (г) цыплят-бройлеров 

 
Таблица 2  – Биохимические показатели крови цыплят-бройлеров  

Показатель крови 

Возраст птицы
33 сут 42 сут 

в группах:
контрольная опытная контрольная опытная

Общий белок, г/л 22,16±0,52 26,56±0,75 12,61±0,23 13,84±0,37
Альбумины, г/л 10,31±0,81 12,22±1,1 12,61±0,23 13,84±0,37
Глобулины, г/л 11,85±1,06 14,34±0,72 14,98±0,7 16,03±0,51
Глюкоза, ммоль/л 13,8±0,64 11,79±0,34 9,73±0,48 8,58±1,86
Триглицериды, ммоль/л 0,598±0,10 0,88±0,03 0,943±0,05 1,56±0,32
Мочевая кислота, мкмоль/л 342,96±21,76 336,8±16,32 367,28±25,13 332,10±13,39
Холестерин, ммоль/л 4,3±0,35 6,426±0,17 2,5±0,34 2,03±0,11
Билирубин, мкмоль/л 16,6±0,58 7,86±1,68 5,89±0,2 2,19±0,24
Аланинаминотрансфераза, ЕД/л 76,32±22,48 26,39±3,79 19,44±0,51 13,94±0,29
Аспартатаминотрансфераза, ЕД/л 39,58±41,07 34,16±9,83 38,75±1,86 32,73±5,82
Витамин А, мкг/л 0,421±0,03 0,585±0,04 0,655±0,06 0,668±0,09
Витамин Е, мкг/л 4,13±0,19 4,34±0,1 5,36±0,03 5,48±0,27
Витамин В1, мкг/мл 2,394±0,2 3,08±0,27 2,99±0,26 3,31±0,22
Кальций, ммоль/л 2,628±0,12 2,58±0,16 2,68±0,18 2,33±0,13
Фосфор, ммоль/л 5,686±0,75 2,298±0,18 1,17±0,09 2,0±0,05
Магний, ммоль/л 0,938±0,06 0,896±0,02 0,998±0,06 1,135±0,02
Железо, мкмоль/л 47,27±2,77 30,43±2,6 25,62±2,69 23,27±1,17
Марганец, мкг/л 31,86±2,85 52,26±5,68 57,35±8,42 62,0±4,97
Кобальт, мкг/л 26,04±1,6 33,22±4,14 20,9±1,25 21,13±0,91
Медь, мкг/л 547,92±38,88 572,32±33,26 573,18±16,48 574,45±17,02
Цинк, мг/л 5,01±0,37 6,578±0,24 6,06±0,39 6,37±0,21
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Установлено также, что применяемая в рационах цыплят-бройлеров кормовая добавка 
стимулировала размножение бифидофлоры кишечника, количество которой по окончании 
эксперимента превышало контрольный показатель на порядок, практически полностью 
угнетала развитие бактерий группы кишечной палочки, плесневых грибов и грибов рода 
Candida (таблица 3). Вто же время у птицы контрольной группысоотношение облигатной, 
факультативной и транзиторной микрофлоры кишечника приблизилось к характерному для 
дисбактериоза показателю.  
 
Таблица 3 – Влияние кормовой добавки на микрофлору кишечника цыплят-бройлеров 

Группы 
цыплят-
бройлеров 

Представители кишечной микрофлоры, КОЕ/г: 

бифидобактерии лактобактерии кишечная палочка микромицеты(р. Candida) 

Контрольная (1,6±0,6)х1010 (6,3±1,1)х108 (1,3±0,4)х108 (2,5±0,5)х104

Опытная (8,9±0,6)х1011 (4,6±0,8)х1010 (7,8±1,0)х107 не выделены
У цыплят контрольной группы в кишечном бактериоценозе преобладала бифидо- и 

лактофлора. В то же время отмечено высокое содержание факультативных представителей 
бактерий группы кишечной палочки – до 1,3х108 КОЕ/г, лишь незначительно уступавшей 
количеству лактобактерий. Введение в рацион цыплят-бройлеров кормовой добавки 
повышало по сравнению с контрольной группой птицы количество бифидофлоры до 
8,9х1011 КОЕ/г, а также количества лактобактерий на два порядка. Установившееся при этом 
соотношение облигатной (бифидо- и лактобактерии) и факультативной кишечной 
микрофлоры (эшерихии) в опытной группе цыплят также было оптимальным. 

Установлено, что у цыплят контрольной группы микробиологические показатели мяса 
и потрохов хотя и соответствовали гигиеническим требованиям, предъявляемым к качеству и 
безопасности продовольственного сырья и пищевых продуктов, однако были на порядок 
выше, чем у птицы опытной группы (таблица 4). 

 
Таблица 4 – Микробиологические показатели мяса и потрохов цыплят-бройлеров 

Группы  
цыплят–
бройлеров 

Микробиологические показатели:
охлажденного мяса птицы охлажденных потрохов птицы

КМАФАнМ,  
КОЕ/г 

патогенные 
микроорганизмы, в 
т.ч. Salmonella, 

L. monocytogenes, 
КОЕ/25 г

КМАФАнМ,  
КОЕ/г 

патогенные 
микроорганизмы, в т.ч. 

Salmonella, 
L. monocytogenes, 

КОЕ/25 г
Контрольная (2,6±1,6)х103 не обнаружены (2,2±0,7)х104 не обнаружены
Опытная (3,9±0,4)х102 не обнаружены (1,5±0,5)х103 не обнаружены

Выводы 
В результате выполненных исследований обоснована возможность синтеза in vivo 

галактоолигосахаридов с участием β-галактозидазыбактерий A. sulfonivorans БИМ B-499-Д, 
культивируемых в средах с молоком в качестве единственного источника питания и энергии. 
Наработан лабораторный образец жидкой кормовой добавки, содержащей живые клетки 
штамма-продуцента и синтезированные ферментативным путем галактоолигосахариды. 
Показано, что использование в рационах цыплят-бройлеров кормовой добавки приводит по 
сравнению с контролем к увеличению живой массы, активизации белкового, жирового, 
минерального и витаминного обмена организма птицы, нормализации работы печени. При 
этом повышается содержание в составе кишечной микрофлоры цыплят-бройлеров бифидо- и 
лактобактерий и снижается количество представителей группы кишечной палочки и 
микромицетов, нормализуется микробиоценоз кишечника, улучшаются микробиологические 
показатели мяса и потрохов птицы. 

Таким образом, полученные результаты указывают на перспективность использования 
штамма бактерий A. sulfonivoransБИМ B-499-Д –продуцента внеклеточной β-галактозидазы в 
биотехнологиях получения галактоолигосахаридов и содержащей их кормовой 
добавкипребиотического действия. 
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