
04
11

59
   

 B
1

041159    B
1

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 041159 (13) B1

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента

2022.09.20
(21) Номер заявки

202090866
(22) Дата подачи заявки

2018.09.28

(51)  Int. Cl. C12N 1/20 (2006.01)
A23K 30/18 (2016.01)
C12R 1/225 (2006.01)

(54) ШТАММЫ МИКРООРГАНИЗМОВ Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 И
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ

(31) P201700033; P201800024
(32) 2017.09.28; 2018.09.27
(33) EE
(43) 2020.08.17
(86) PCT/EE2018/000003
(87) WO 2019/063056 2019.04.04
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

ТОО БИОСС (EE)

(72) Изобретатель:
Сонгисепп Эпп, Герулис Оксана,
Садам Лиина, Куузик Сирье, Мурувеэ
Мерле, Наппа Анетте (EE)

(74) Представитель:
Медведев В.Н. (RU)

(56)  LUCIANO COMINO ET AL.: "Effects of
an inoculant containing a Lactobacillus buchneri that
produces ferulate-esterase on fermentation products,
aerobic stability, and fibre digestibility of maize
silage harvested at different stages of maturity",
ANIMAL FEED SCIENCE AND TECHNOLOGY,
vol. 198, 1 December 2014 (2014-12-01), pages
94-106, XP055525225, AMSTERDAM, NL, ISSN:
0377-8401, DOI: 10.1016/j.anifeedsci.2014.10.001,
the whole document

I. FILYA ET AL.: "The effect of Lactobacillus
buchneri on the fermentation, aerobic stability and
ruminal degradability of maize silage", JOURNAL
OF APPLIED MICROBIOLOGY, vol. 101, no. 6,
1 December 2006 (2006-12-01), pages 1216-1223,
XP055525229, GB, ISSN: 1364-5072, DOI: 10.1111/
j.1365-2672.2006.03038.x, the whole document

WO-A1-0000040
N. GOLLOP ET AL.: "Antibacterial activity

of lactic acid bacteria included in inoculants for
silage and in silages treated with these inoculants",
JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, vol. 98,
no. 3, 1 March 2005 (2005-03-01), pages 662-666,
XP055525482, GB, ISSN: 1364-5072, DOI: 10.1111/
j.1365-2672.2004.02504.x, the whole document

D.W. WIERSMA ET AL.: "Kernel Milkline
Stage and Corn Forage Yield, Quality, and Dry Matter
Content", J. PROD. AGRIC., vol. 6, no. 1, 1 January
1993 (1993-01-01), pages 94-99, XP055525356, DOI:
10.2134/jpal993.0094, the whole document

(57) Изобретение обеспечивает изолированные штаммы микроорганизмов Lactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 и их применение в качестве
микробиологических пищевых добавок. Штаммы используют в целях обеспечения аэробной
стабильности корма с низким содержанием сухого вещества (≤20%) и улучшения брожения корма,
для увеличения концентрации молочной и уксусной кислот в корме и для снижения уровня pH,
следовательно, сокращения потерь питательных веществ в корме. Применение микроорганизмов
в процессе силосования подавляет действие патогенных микроорганизмов (энтеропатогенных) и
дрожжевых грибков в корме. Штаммы могут применяться для продления срока хранения корма,
приготовленного из свежего трудносбраживаемого материала.
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Область техники, к которой относится изобретение 

Изобретение относится к области биотехнологии и применяется для производства корма для жи-

вотных. Изобретение относится к микробиологической силосной добавке и её применению в сбражива-

нии корма в целях обеспечения аэробной стабильности, повышения качества брожения корма. 

Уровень техники 

Содержание питательных веществ в силосе необходимо сохранять от уборки урожая и хранения 

корма до потребления корма животными. Силос представляет собой материал, полученный путем кон-

тролируемого брожения сельскохозяйственной культуры с высоким содержанием влаги (McDonald, P., 

Henderson, A.R., Heron, S.J.E. 1991. The Biochemistry of Silage. 2
nd

 ed. Chalcombe Publications, Marlow, 

Bucks UK, p. 340). 

Силосование представляет собой способ консервирования растительного корма для животных, ко-

торый основан на молочнокислом брожении в анаэробных условиях (Rooke, J.A. and Hatfield, G.D., 2003. 

Biochemistry of Ensiling. In: Silage Science and Technology. D.R. Buxton, R.E. Muck, and J.H. Harrison, eds. 

American Society of Agronomy, Madison, Wisconsin, USA. p. 95-139). 

Сбраживание силоса может быть разделено на четыре стадии: 

(1) анаэробная стадия в хранилище для силоса после сбора урожая; 

(2) стадия брожения; 

(3) стадия стабильного хранения и 

(4) стадия выгрузки силоса, когда хранилище для силоса открыто и силос подвергается воздейст-

вию воздуха. 

Для получения высококачественного силоса подлежащий силосованию материал должен подвер-

гаться правильному микробному брожению. Успешное брожение также зависит от вида и качества тра-

вянистых растений, техник, используемых в процессе силосования, климата, развития нежелательных 

микроорганизмов (например, клостридий, энтеропатогенных микробов, листерий, бацилл) и грибков 

(дрожжевых и плесневых), а также содержание сухого вещества в материале, подлежащего  

сбраживанию. 

Естественное брожение корма трудно контролировать, поскольку брожение силоса представляет 

собой сложное сочетание нескольких различных химических и микробиологических процессов и их вза-

имодействий. 

Большую часть силоса изготавливают с содержанием сухого вещества 200-500 г/кг. При таком 

уровне многие ферменты растительного происхождения активны в ходе процесса силосования, а многие 

желательные и нежелательные микроорганизмы, дрожжевые и плесневые грибки могут расти в силосе 

при таких условиях. Таким образом, получение контроля над всей биологической активностью представ-

ляет собой серьезный вызов и может быть достигнуто только посредством хорошо управляемого процес-

са силосования (Muck, R.Е. 2010. Silage Microbiology and its Control Through Additives. R. Bras. Zootec. 

Vol. 39. July). 

В контролируемом процессе силосования водорастворимые углеводы сбраживаются молочнокис-

лыми бактериями до молочной кислоты. В результате уровень pH сбраживаемого материала падает 

(сбраживаемая масса подкисляется), что, в свою очередь, подавляет активность микроорганизмов, вызы-

вающих порчу (Oude Elferink, S.J.W.H., Driehuis, F., Gottschal, J.C., Spoelstra, S.F. 2000. Silage  

Fermentation Processes and Their Manipulation. - Journal FAO Plant Production and Protection, No. 161, p. 17-

30). Чем быстрее кислотность силоса падает до pH 4, тем быстрее прекращается ферментативная и мик-

робная активность, корм становится стабильным и сохраняется больше питательных веществ. 

Сообщалось, что качество брожения силоса можно существенно улучшить с помощью добавок, со-

держащих молочнокислые бактерии (McDonald, P., Henderson, A.R., Heron, S.J.E. 1991. The Biochemistry 

of Silage. 2
nd

 ed. Chalcombe Pblications, Marlow, Bucks UK, p. 340). 

Таким же важным, как и сохранение питательных веществ при брожении и на стадии хранения си-

лоса, является сохранение питательных веществ в силосе при открывании хранилища для силоса. Силос 

может подвергаться воздействию кислорода и тогда, когда хранилище для силоса открыто для подачи, а 

также в результате недостаточного покрытия хранилища для силоса. 

Любой силос, подвергающийся воздействию воздуха, рано или поздно портится в силу активности 

аэробных микроорганизмов. Аэробная стабильность силоса также зависит от силосной культуры, под-

вергаемой силосованию, стадии её роста во время сбора урожая, биохимических и микробиологических 

факторов брожения, физических характеристик силосного материала, организации управления силосова-

нием, температуры и выбора силосной добавки. Показателем аэробной стабильности силоса является 

промежуток времени, когда силос устойчив к процессам аэробной порчи, т.е. промежуток времени, когда 

он сохраняет свое качество при контакте с воздухом. Аэробная стабильность силоса оценивается на ос-

нове скорости, с которой растет температура силоса. Чем дольше температура силоса остается стабиль-

ной, т.е. чем дольше она не растет выше температуры окружающей среды более чем на 3°С (Commission 

Regulation (EC) No. 429/2008; DLG - Richtlinienfiir die Prufung von Siliermitteln auf DLG -  

Gutezeichen-Fahigkeit, DLG Октябрь 2013), тем выше аэробная стабильность и качество силоса. В боль-

шинстве силосов, подверженных порче в аэробных условиях, температура поднимается выше температу-
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ры окружающей среды под действием микробного окисления кислот и водорастворимых углеводов до 

диоксида углерода и воды. 

Несмотря на то что низкий уровень pH силоса подавляет рост нежелательных микроорганизмов в 

анаэробных условиях, одного низкого pH недостаточно для предотвращения аэробной порчи. Порча си-

лоса в аэробных условиях обычно начинается с дрожжевых грибков, которые могут расти даже при от-

носительно низких уровнях pH. Дрожжевые грибки могут расти в широком диапазоне pH (pH 3-8). Оп-

тимальным для роста большинства дрожжевых грибков является pH, равный 3,5-6,5. Когда силос подвер-

гается воздействию воздуха во время открывания хранилища для силоса, кислоты и другие компоненты, 

которые образовались в ходе брожения, окисляются аэробными бактериями, дрожжевыми и плесневыми 

грибками. В результате активности дрожжевых грибков выделяется диоксид углерода, который  

нагревает силос, что в свою очередь является непосредственной причиной потери сухого вещества 

(McDonald, P., Henderson, A.R., Heron, S.J.E. 1991. The Biochemistry of Silage. 2
nd

 ed. Chalcombe  

Publications, Marlow, Bucks UK, p. 340). 

Дрожжевые грибки используют остаточный сахар, содержащийся в силосе, в качестве источника 

энергии, однако молочную кислоту - в первую очередь. В результате этого хорошо сброженные силосы с 

высоким содержанием молочной кислоты особенно подвержены аэробной порче. Активность дрожже-

вых грибков вызывает повышение уровня pH силоса, давая возможность другим аэробным микроорга-

низмам и плесневым грибкам стать активными. Высокая микробная активность в хорошо сброженном 

питательном силосе обнаруживается благодаря увеличению температуры силоса. 

Сообщалось (Ohyama, Y., Hara, S. and Masaki, S. (1980, Analysis of the Factors Affecting Aerobic  

Deterioration of Grass Silages. In Thomas, C. (ed.) Forage Conservation in the 80s. BGS Occasional Symposium 

No. 11, p. 257-261. Reading, UK: British Grassland Society), что содержание сухого вещества, уксусной и 

пропионовой кислоты и количество дрожжевых и плесневых грибков в силосе при открытии хранилища 

для силоса, являются важными определяющими факторами аэробной стабильности силоса. Отрицатель-

ная корреляция относительно содержания сухого вещества и дрожжевых грибков показала, что более 

высокие значения были связаны с более короткими интервалами времени на увеличение температуры 

силоса на воздухе. С другой стороны, что касается уксусной и масляной кислот, более высокая концен-

трация данных продуктов брожения была связана с более стабильными силосами. 

Как отмечалось, низкий уровень pH силоса не оказывает прямого воздействия на микроорганизмы, 

которые вызывают аэробную порчу; однако кислоты, образовавшиеся в ходе брожения силоса, имеют 

переменное значение. Рост дрожжевых грибков ингибируется недиссоциированными короткоцепочеч-

ными жирными кислотами (Pahlow G., Muck R.E., Driehuis F., Oude Elferink S.J.W.H. and Spoelstra S.F. 

(2003) Microbiology of Ensiling. In: Buxton D.R., Muck R.E. and Harrison J.H. (eds) Silage Science and  

Technology, p. 31-93. Madison, WI, USA: Agronomy Publication No. 42, American Society of Agronomy). 

Молекулы недиссоциированных кислот могут проникать в клеточную мембрану микроба посредством 

пассивной диффузии, что приводит к высвобождению ионов Н
+
. Это снижает уровень pH внутри клетки, 

вызывая ее гибель. Скорость диссоциации кислоты в силосе зависит от константы диссоциации кислоты 

(pKa) и уровня pH силоса (Zirchrom (2011), Dissociation Constants of Organic Acids and Bases. Доступна: 

http://www.zirchrom.com/organic.htm (по состоянию на 3 ноября 2011 г.)). Уксусная и пропионовая кисло-

ты менее склонны к диссоцииации, чем молочная кислота, что объясняет восприимчивость хорошо 

сброженного силоса с высоким содержанием молочной кислоты к аэробной порче. С другой стороны, 

уксусная и пропионовая кислоты эффективно ингибируют рост дрожжевых и плесневых грибков. Мас-

ляная кислота действует аналогично. Силос с высоким содержанием масляной кислоты обладает хоро-

шей аэробной стабильностью, однако это указывает на активность клостридий, вызывающих порчу. Та-

кой силос характеризуется существенными потерями питательных веществ и высоким содержанием мас-

ляной кислоты, что может вызывать у животных проблемы со здоровьем. Содержание пропионовой ки-

слоты в силосе редко и мало; концентрация продуцирующих её микроорганизмов в силосных культурах 

мала, и их конкурентоспособность низкая. 

Содержание уксусной кислоты в силосе является показателем гетероферментации; поскольку ук-

сусная кислота является высокотоксичной по отношению к дрожжевым грибкам, такие силосы обычно 

демонстрируют превосходную аэробную стабильность. 

Идеальное брожение силоса снижает потери при брожении и обеспечивает достаточную стабиль-

ность в ходе хранения корма и его выгрузки из хранилища для силоса для скармливания. Эффективная 

силосная добавка, правильная организация производства и правильное использование силоса играют 

ключевую роль в достижении данных целей. Большинство силосных добавок было разработано для 

улучшения процесса силосования и питательной ценности силосованного корма. Однако в дополнение к 

обеспечению быстрого брожения и повышению качества силоса, также ожидается, что силосные добавки 

ингибируют рост организмов, вызывающих порчу (включая аэробную порчу). Основной причиной ис-

пользования силосной добавки в целях повышения аэробной стабильности силоса является предотвра-

щение нагревания силоса, потери питательных веществ и снижения продуктивности животных из-за 

употребления испорченного силоса. 

В силосных добавках часто используются ферменты, однако они не ингибируют дрожжевые и 
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плесневые грибки, это означает, что силосы, приготовленные с ферментами, обладают очень небольшой 

аэробной стабильностью. 

Органические кислоты, такие как пропионовая, уксусная и бензойная, эффективны для повышения 

аэробной стабильности силоса. Их добавляют или в больших количествах для достижения, так называе-

мой конечной консервации корма, или в меньших количествах. В последнем случае ингибируется актив-

ность дрожжевых грибков, но не гарантируется полное консервирование корма, и силосование продол-

жает зависеть от естественного брожения. Также сообщалось, что аммиак оказывает ингибирующее дей-

ствие на бактерии, дрожжевые и плесневые грибки. К сожалению, органические кислоты и другие хими-

ческие соединения агрессивны и повреждают силосное оборудование; к обращению с ними и их хране-

нию предъявляются строгие требования безопасности. 

Биологические силосные добавки на основе молочнокислых бактерий считаются натуральными 

продуктами; их преимущества включают их отсутствие токсичности, они не вызывают коррозию обору-

дования, отсутствие рисков для окружающей среды. 

Цель снижения уровня pH силоса при помощи молочнокислых бактерий состоит в минимизации 

потерь при брожении. Молочнокислые бактерии подразделяют на две группы на основе брожения глю-

козы: гомоферментативные и гетероферментативные виды. 

Гомоферментативные молочнокислые бактерии из 1 моль глюкозы продуцируют 2 моль молочной 

кислоты, в свою очередь гетероферментативные бактерии продуцируют 1 моль молочной кислоты,  

1 моль диоксида углерода и 1 моль этанола или уксусной кислоты. Хорошо известно, что в начале про-

цесса брожения преобладают гомоферментативные виды, но затем, когда среда становится более кислой, 

начинают превалировать гетероферментативные бактерии (Muck, R.Е. 2010. Silage Microbiology and its 

Control Through Additives. R. Bras.Zootec. Vol. 39. July). 

Силосные добавки на основе гомоферментативных молочнокислых бактерий улучшают процесс 

брожения силоса, однако большинство таких заквасочных бактерий незначительно способствуют инги-

бированию роста дрожжевых и плесневых грибков. При использовании такой силосной добавки аэроб-

ная стабильность силоса может быть ниже, чем без какой-либо силосной добавки, и это даже может уве-

личить риск нагревания силоса. 

Некоторые силосные закваски содержат бактерии (например, пропионовокислые бактерии), кото-

рые продуцируют пропионовую кислоту. К сожалению, это не повышает аэробную стабильность силоса, 

поскольку такие микроорганизмы обычно не являются кислотоустойчивыми, а их рост медленный. Од-

нако закваски, которые в дополнение к молочной кислоте продуцируют большое количество уксусной 

кислоты (L. buchneri), действительно подавляют микроорганизмы, вызывающие порчу силоса (дрожже-

вые грибки, плесневые грибки и т.д.), т.е. они повышают аэробную стабильность силоса и предотвраща-

ют порчу силоса при открытии хранилища для силоса или при других видах воздействия воздуха. 

Добавление гетероферментативных молочнокислых бактерий в ходе процесса силосования снижает 

уровень pH и сокращает потери сухого вещества. Кроме того, описано, что некоторые из этих штаммов 

обладают сильным ингибирующим действием на рост дрожжевых и плесневых грибков, повышая тем 

самым аэробную стабильность силоса (Jatkauskas, J., Vrotniakiene, V., Ohlsson, С,, Lund, В. 2013. The  

Effect of Three Silage Inoculants on Aerobic Stability in Grass, Clover-grass, Lucerne and Maize Silage.  

Agricultural and Food Science. 22:137-144). 

Однако разные штаммы одного и того же вида не обладают одинаковыми свойствами, поскольку 

ввиду генетической изменчивости возникают межвидовые различия, т.е. свойства, характерные для 

штамма. 

Задача данного изобретения заключается в обеспечении нового штамма Lactobacillus buchneri  

BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 для повышения качества брожения 

корма и продления аэробной стабильности и срока хранения силоса. 

Раскрытие изобретения 

Изобретение раскрывает изолированные штаммы микроорганизмов Lactobacillus buchneri BioCC 

203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651, корм, кормовую добавку и композицию, 

содержащую один или оба указанных штамма. Корм может быть сброженным кормом, например сило-

сом. Пищевая добавка представляет собой силосную добавку. Подходящие вспомогательные вещества 

могут быть включены в состав композиции продукта-добавки в качестве прочих ингредиентов. Указан-

ные микроорганизмы могут использоваться в лиофилизированной форме. 

Микроорганизм Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 

DSM 32651 обеспечивает аэробную стабильность корма, включая трудносбраживаемый корм, например 

корм с низким (≤20%) содержанием сухого вещества. 

Следующей целью изобретения является применение упомянутого микроорганизма для ускорения 

брожения корма, увеличения концентрации молочной и уксусной кислот, снижения уровня pH, сокраще-

ния потерь питательных веществ в корме и концентрации аммиачного азота и масляной кислоты в корме. 

Указанные микроорганизмы (вместе или по отдельности) применяют для сбраживания корма и 

улучшения брожения, для увеличения концентрации молочной и уксусной кислот в корме, для снижения 

уровня pH и сокращения тем самым потерь питательных веществ в корме. 
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Согласно исследованиям антимикробной активности Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и 

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 ингибируют рост и активность нежелательных микроорга-

низмов (патогенных микроорганизмов, дрожжевых и плесневых грибков). Указанными патогенами яв-

ляются Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophytics, Salmonella enterica subsp. Enterica, серологиче-

ский вариант Enteritidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coll и т.д. 

Изобретение также относится к способу продления сохранности корма, в котором один или оба 

микроорганизма Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 

32651 микроорганизм Lactobacillus brevis ТАК 124-1 NCIMB42149 добавляют в корм во время брожения. 

В случае, когда используют один из вышеупомянутых штаммов, его добавляют в корм со скоростью 

1×l0
5
-10×10

6
 КОЕ/г сбраживаемого корма. 

Описание штаммов. 

Штаммы микроорганизмов Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri  

BioCC 228 DSM 32651 были изолированы в Эстонии из высококачественного кукурузного силоса (Zea 

mays L.), полученного путем естественного брожения без использования силосных добавок. Для того 

чтобы определить количественное содержание лактобацилл в образце силоса, из растворов готовили 

суспензию (с убывающими концентрациями), используя метод десятичного разведения в пептонной воде 

(Sigma-Aldrich, Франция); затем был сделан посев на Агар MRS (de Man Rogosa Sharpe) (Biolife, Италия), 

который инкубировали при 37°С в микроаэробной (10% CO2) среде (термостат "MCO-18AIC UV" Sanyo 

Electronic Co, Ltd, Япония) в течение 48 ч. Развившиеся колонии были описаны, определено подсчитан-

ное и общее количество микробов. Для описания морфологии микробов были приготовлены препараты с 

использованием метода окрашивания по Граму и были выполнены микроскопические исследования. 

Штаммы Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 бы-

ли изолированы на основе колонии и морфологии клеток, характерных для Lactobacillus ssp. За этим сле-

довала предварительная и подробная идентификация, описанная ниже. 

Морфологические характеристики культур Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и  

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 определяли после роста на агаре MRS и бульоне (Biolife, 

Италия). Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 представляет собой грамположительную палочко-

образную бактерию правильной формы, неподвижную и не образующую спор, встречающуюся отдельно 

или в коротких цепях. В процессе культивирования в бульоне MRS появляются удлиненные клетки. 

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 представляет собой грамположительную палочкооб-

разную бактерию правильной формы, неподвижную и не образующую спор, встречающуюся отдельно 

или в коротких цепях. В процессе культивирования в бульоне MRS появляются длинные и тонкие  

клетки. 

Физиологические и биохимические характеристики. 

Бульон MRS (в течение 48-72 ч) подходит для культивирования микробного штамма Lactobacillus 

buchneri BioCC 203 DSM 32650 микроаэробно или анаэробно, после чего наблюдается однородный му-

тящий рост. После 48 ч культивирования при 37°С в микроаэробной (10% CO2) или анаэробной 

(CO2/N2/H2: 5/90/5%) среде колонии серовато-белые, 1,5-2 мм, плоские, блестящие, полупрозрачные с 

шероховатой поверхностью и с закругленными концами. 

Микробный штамм Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 обязательно гетероферментатив-

ный, каталазы и оксидазы отрицательный, гидролизует аргинин и продуцирует диоксид углерода в про-

цессе брожения глюкозы. 

Оптимальная температура роста штамма Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 составляет 

37°С, причем штамм также размножается при 15°С. В небольшой степени рост также может наблюдаться 

при 45°С. Уровень pH, оптимальный для роста штамма, составляет 5,7-6,2. 

Бульон MRS (в течение 48-72 ч) подходит для культивирования микробного штамма Lactobacillus 

buchneri BioCC 228 DSM 32651 микроаэробно, после чего наблюдается однородный мутящий рост. По-

сле 48 ч культивирования при 37°С в микроаэробной (10% CO2) или анаэробной (CO2/N2/H2: 5/90/5%) 

среде колонии серовато-белые, 1,5-2 мм, плоские, блестящие, полупрозрачные с шероховатой поверхно-

стью и с закругленными концами. 

Микробный штамм Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 обязательно гетероферментатив-

ный, каталазы и оксидазы отрицательный, гидролизует аргинин и продуцирует диоксид углерода в про-

цессе брожения глюкозы. 

Оптимальная температура роста штамма Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 составляет 

37°С, причем штамм также размножается при 15°С. В небольшой степени рост также может наблюдаться 

при 45°С. Уровень pH, оптимальный для роста штамма, составляет 5,7-6,2. 

Микробный штамм Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 идентифицировали как  

Lactobacillus buchneri с помощью MALDI Biotyper (Bruker Daltonik). 

Микробный штамм Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 идентифицировали как  

Lactobacillus buchneri с помощью MALDI Biotyper (Bruker Daltonik). 

Штамм Lactobacillus buchneri BioCC 203 был депонирован в соответствии с Будапештским догово-

ром о международном признании депонирования микроорганизма для целей патентной процедуры в не-
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мецкой коллекции микроорганизмов и клеточных культур (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkuifuren GmbH, DSMZ) под номером DSM 32650, 25 сентября 2017 г. 

Адрес DSMZ: Инхоффенстр. 7B, D-38124 Брауншвейг, Германия. 

Штамм Lactobacillus buchneri BioCC 228 был депонирован в соответствии с Будапештским догово-

ром о международном признании депонирования микроорганизма для целей патентной процедуры в не-

мецкой коллекции микроорганизмов и клеточных культур (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkuifuren GmbH, DSMZ) под номером DSM 32650 25 сентября 2017 г. 

Адрес DSMZ: Инхоффенстр. 7В, D-38124 Брауншвейг, Германия. 

Устойчивость к антибиотикам. 

Методика: Чувствительность Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri 

BioCC 228 DSM 32651 к антибиотикам испытывали согласно стандарту ISO10932:2010 с помощью пла-

стин VetMIC Lact-I и VetMIC Lact-2 (Национальный ветеринарный институт SVA, Уппсала, Швеция) в 

анаэробных (CO2/N2/H2: 5/90/5%) условиях при температуре 37°С в течение 48 ч. Минимальные ингиби-

рующие концентрации (МИК) сравнивали с пороговыми значениями МИК, опубликованными Европей-

ским агентством по безопасности продуктов питания (EFSA), табл. 1. 

Таблица 1 

Значения минимальной ингибирующей концентрации (мг/л) антибиотиков  

для Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri  

BioCC 228 DSM 32651 

 

 
*EFSA 2012. Руководство по определению чувствительности бактерий к противомик-

робным средствам общественного и ветеринарного значения, Журнал EFSA 2012; 

10(6):2740. 

Для оценки бактерий, применяемых в качестве кормовых добавок, штаммы можно подразделить на 

чувствительные и резистентные к противомикробным средствам: 

чувствительный (S): микробный штамм считается чувствительным, когда он ингибируется при кон-

центрации конкретного антимикробного средства, которая равна или меньше установленного порогового 

значения (S≤x мг/л); 

резистентный (R): микробный штамм считается резистентным, когда он не ингибируется при кон-

центрации конкретного антимикробного средства, которая выше установленного порогового значения 

(S>x мг/л). 

Результаты чувствительности штаммов Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus 

buchneri BioCC 228 DSM 32651 к антибиотикам представлены в табл. 1. 

Минимальные ингибирующие концентрации для Lactobacillus buchneri штаммов BioCC 203 DSM 

32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 не превышали пороговые значения МИК, приве-

денные для облигатных гетероферментативных Lactobacillus, предложенные EFSA. 

Функциональные характеристики штаммов. 

Рост в присутствии различных сахаров. 

Целью данного эксперимента было исследовать способность штаммов Lactobacillus buchneri BioCC 

203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 к росту в присутствии различных сахаров 

и подкислению культуральной среды. 

Методика: 24-часовые культуры Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus  

buchneri BioCC 228 DSM 32651, культивированные на агаре MRS, суспендировали в пептонной воде в 

соответствии со стандартом мутности МакФарланда № 5 (1,5×10
9 

микробов/мл), засевали при конечной 

плотности 1,5×10
6
 микробов/мл в модифицированный бульон MRS, содержащий 20 г/л либо глюкозы, 
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фруктозы, трегалозы, ксилозы или мальтозы, либо смесь глюкозы, фруктозы, трегалозы (в соотношении 

1:1:1), с конечной концентрацией также 20 г/л. Суспензии инкубировали в термостате микроаэробно 

(10% CO2) и анаэробно (CO2/N2/H2: 5/90/5%) при 25°С в течение 24, 48 и 72 ч. В анаэробных условиях 

среду предварительно восстанавливали в течение 24 ч. Фиксировали количество жизнеспособных мик-

роорганизмов обоих штаммов, продуктивность, число генераций (n) и скорость роста (V) рассчитывали 

следующим образом: 

Продуктивность = logN1 - logN0, где N1 представляет собой концентрацию клеток в любой заданный 

момент времени, a N0 представляет собой начальную концентрацию клеток; 

N = logN1 - logN0/log2, где N1 представляет собой концентрацию клеток в любой заданный момент 

времени, a N0 представляет собой начальную концентрацию клеток; 

V = logN1 - logN0/0,301×t, где N1 представляет собой концентрацию клеток в любой заданный мо-

мент времени, N0 представляет собой начальную концентрацию клеток и t это определенный период 

времени в часах. 

Рост штамма Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 был на одно поколение быстрее, чем 

штамма Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 (табл. 2) в течение первых 24 ч микроаэробного 

культивирования в культуральной среде, содержащей глюкозу, фруктозу, ксилозу или смесь глюкозы, 

фруктозы и трегалозы. 

Таблица 2 

Влияние различных сахаров на динамику роста Lactobacillus buchneri  

BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651  

в ходе микроаэробного (10% CO2) культивирования при 25°С  

в течение 24, 48 и 72 ч 

 
n - число генераций; 

V - скорость роста; 

G - бульон MRS с глюкозой; 

F -бульон MRS с фруктозой; 

Т - бульон MRS с трегалозой; 

М - бульон MRS со смесью глюкоза-фруктоза-трегалоза; 

X - бульон MRS с ксилозой; 

Ма - бульон MRS с мальтозой. 

В течение первых 24 ч анаэробного культивирования рост Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 

32650 был примерно на два поколения быстрее в среде, содержащей фруктозу или смесь глюкозы, фрук-

тозы и трегалозы; в течение 48 ч на три поколения быстрее в среде, содержащей глюкозу; и на 1,5 поко-

ления быстрее в среде, содержащей фруктозу и ксилозу, по сравнению со штаммом Lactobacillus buchneri 

BioCC 228 DSM 32651 (табл. 3). 

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 рос медленнее, будучи способным опередить  

Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 после 48 ч культивирования в среде, содержащей фруктозу, 

ксилозу, и в среде, содержащей смесь глюкозы, фруктозы и трегалозы. 
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Таблица 3 

Влияние различных сахаров на динамику роста Lactobacillus buchneri  

BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651  

в ходе анаэробного (CO2/N2/H2: 5/90/5%) культивирования при 25°С  

в течение 24, 48 и 72 ч 

 
n - число генераций; 

V - скорость роста; 

G - бульон MRS с глюкозой; 

F -бульон MRS с фруктозой; 

Т - бульон MRS с трегалозой; 

М - бульон MRS со смесью глюкоза-фруктоза-трегалоза; 

X - бульон MRS с ксилозой; 

Ма - бульон MRS с мальтозой. 

Пример 1. Профиль органических кислот и спиртов. 

Целью данного эксперимента было определение профиля органических кислот и спиртов штаммов 

Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 в процессе 

микроаэробного и анаэробного культивирования. 

Методика: 24-часовые культуры Lactobacillus buchneri BioCC 203 и Lactobacillus buchneri BioCC 

228, культивированные на агаре MRS (Biolife, Италия), суспендировали в пептонной воде в соответствии 

со стандартом мутности МакФарланда № 5 (1,5×10
9
 микробов/мл), засевали при конечной плотности 

1,5×10
6
 микробов/мл в бульон MRS (Biolife, Италия), инкубировали в термостате микроаэробно (10% 

CO2) и анаэробно (CO2/N2/H2: 5/90/5%) при 25°С в течение 24, 48 и 72 ч. 

Профиль органических кислот и спиртов был газохроматографическим, определенным на газовом 

хроматографе Agilent 6890A с капиллярной колонкой CP-Wax 52 СВ (30 м×0,25 мм; 0,25 мкм). Темпера-

турная программа колонки: 75°С 1 мин удерживания. 10°С/мин до 115°С 3 мин удерживания. 20°С/мин 

до 190°С 5 мин удерживания. Детектор (FID) 280°С. Время исследования составляло 26 мин. 

В профиле органических кислот и спиртов проявились штамм-специфические характеристики 

штаммов Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 

(табл. 4). Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 значительно более сильным продуцентом этанола, 

уксусной кислоты и молочной кислоты в ходе культивирования как в микроаэробной, так и в анаэробной 

среде. Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 был способен продуцировать пируват в анаэробной 

среде (табл. 4). 

В течение первых 24 ч микроаэробного и анаэробного культивирования штамм Lactobacillus  

buchneri BioCC 203 DSM 32650 использовал приблизительно 99,5 и 97,8% соответственно цитрата, изна-

чально присутствовавшего в культуральной среде. 

В ходе анаэробного культивирования Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 расходовал  

4,8% цитрата, изначально присутствовавшего в культуральной среде. В отличие от Lactobacillus buchneri 

BioCC 203 DSM 32650 штамм Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 был способен продуцировать 

5,9% цитрата в течение 72 ч микроаэробного культивирования. 
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Таблица 4 

Профиль органических кислот и спиртов (мг/м) в бульоне MRS  

микроаэробного (10% CO2) и анаэробного (CO2/N2/H2: 5/90/5%)  

культивирования Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и  

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651  

в течение 24, 48 и 72 ч при 25°С 

 
Пример 2. Профиль органических кислот и спиртов в супернатанте из растений кукурузы. 

Целью данного эксперимента было определение профиля органических кислот и спиртов штаммов 

Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 в процессе 

брожения растительного материала. 

Методика: 226 г растений кукурузы (Zea mays L.) в стадии вегетативного роста (V6-V8) измельча-

ли, гомогенизировали в лабораторном блендере Bagmixer 400 (Interscience. Франция) в воде в течение  

6 мин, фильтровали, центрифугировали (5000 об/мин 10 мин при температуре окружающей среды) и сте-

рилизовали при 121°С в течение 5 мин. 

24-часовые культуры Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 

228 DSM 32651, культивированные на агаре MRS (Biolife, Италия), суспендировали в пептонной воде в 

соответствии со стандартом мутности МакФарланда № 5 (1,5×10
9 

микробов/мл), засевали при конечной 

плотности 1,5×10
6
 микробов/мл в супернатант из растений кукурузы и инкубировали в термостате мик-

роаэробно (10% CO2) и анаэробно (CO2/N2/H2: 5/90/5%) при 25°С в течение 24, 48 и 72 ч. 

Профиль органических кислот и спиртов определялся газохроматографически на газовом хромато-

графе Agilent 6890A с капиллярной колонкой CP-Wax 52 СВ (30 м×0,25 мм; 0,25 мкм). Температурная 

программа колонки: 75°С 1 мин удерживания. 10°С/мин до 115°С 3 мин удерживания. 20°С/мин до 

190°С 5 мин удерживания. Детектор (FID) 280°С. 

Органические кислоты определяли жидкостной хроматографией на ВЭЖХ-системе Shimadzu  

Prominence. Образцы разделяли на ионообменной колонке Aminex НРХ-87Н (300×7,8 мм). Колонку тер-

мостатировали при температуре 60°С, скорость потока составляла 0,6 мл/мин, а органические кислоты 

обнаруживали с помощью диодно-матричного детектора (ДМД) при 210 нм. Время исследования состав-

ляло 26 мин. 

Таблица 5 

Профиль органических кислот и спиртов (мг/м) в супернатанте из  

растений кукурузы микроаэробного (10% CO2) культивирования  

Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus  

buchneri BioCC 228 DSM 32651 в течение 24, 48 и 72 ч при 25°С 

 
В испытании сбраживания растительного материала Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 

оказался более сильным продуцентом этанола и молочной кислоты по сравнению с Lactobacillus buchneri 
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BioCC 228 DSM 32651 (табл. 5). 

Пример 3. Противомикробная активность по отношению к патогенам. 

Целью данного эксперимента было исследование противомикробной активности Lactobacillus  

buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 по отношению к энтеропа-

тогеннным микробам в процессе микроаэробного и анаэробного культивирования при 25°С. 

Для оценки противомикробных свойств Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus 

buchneri BioCC 228 DSM 32651 по отношению к патогенам использовали метод окрашенной струи  

Htitt Р., Shchepetova J., Loivukene K., Kullisaar T., Mikelsaar M. Antagonistic Activity of Probiotic Lactoba-

cilli and bifidobacteria against entro- and uropathogens. J. Appl. Microbiol. 2006; 100(6):1324-32). 

Для определения ингибирования роста целевых микробов (в мм) измерялась зона, свободная от ро-

ста. Среднее арифметическое и стандартное отклонение вычисляли на основании результатов образца 

(табл. 6) аналогично тому, как в Hütt et al. (2006), и аналогично оценивали антагонистическую актив-

ность (в мм). 

Таблица 6 

Противомикробная активность Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и  

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 против патогенов с использованием  

метода окрашенной струи на модифицированном агаре MRS  

в микроаэробной (10% CO2) и анаэробной (CO2/N2/H2: 5/90/5%) средах  

(ингибирование роста целевого микроба в мм) 

 

 
Зона ингибирования в микроаэробной среде (мм-с): слабая <13,80; средняя 13,79-17,11; сильная 

>17,12. 

Зона ингибирования в анаэробной среде (мм-с): слабая <10,67; средняя 10,66-14,94; сильная >14,95. 

В микроаэробной среде оба штамма проявили одинаково сильную противомикробную активность 

(табл. 6). В анаэробной среде Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 оказывает немного более 

сильное ингибирующее действие на исследованные патогенные микробы. 

Пример 4. Противогрибковая активность. 

Целью данного эксперимента было определение действия Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 

32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 супернатанта против дрожжевых грибков из куку-

рузного силоса с использованием метода агаровых диффузионных камер. 

Суспензию 48-часовой культуры лактобацилл готовили в пептонной воде в соответствии со стан-

дартом мутности МакФарланда № 5 (1,5×10
9
 микробов/мл), засевали в бульон MRS (Biolife, Италия) при 

конечном объеме в 1,5×10
6
 микробов/мл, инкубировали микроаэробно (10% CO2) и анаэробно 

(CO2/N2/H2: 5/90/5%) при 25°С в течение 48 и 72 ч. Микробные клетки удаляют путем центрифугирова-

ния (4500 об/мин, 10 мин). Супернатант стерилизовали фильтрацией и концентрировали лиофилизацией. 

Лиофилизированный супернатант ресуспендировали до 10-кратной концентрации 10 мМ уксусной ки-

слоты. Шесть штаммов диких дрожжей (Candida spp), изолированных из кукурузного силоса, высевали в 
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однородный слой на среду РСА (Plate Count Agar, Liofilchem srl. Италия). В агаре асептически нарезали 

лунки диаметром 6 мм и вносили в лунки 100 мкл образцов супернатанта. После инкубации при 25°С 

было отмечено следующее противогрибковое действие: нет подавления; + слабое подавление, рост 

дрожжей нарушен, ++ сильное подавление, рост дрожжей подавлен с заметными чистыми зонами;  

+++ очень сильное подавление, рост дрожжей подавлен с большими чистыми зонами. 

Противомикробные компоненты, продуцируемые Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651, ин-

гибируют рост дрожжей растительного происхождения более сильно, чем Lactobacillus buchneri BioCC 

203 DSM 32650. Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 продуцировал компоненты, ингибирующие 

рост дрожжей уже в течение 48 ч культивирования, создавая на агаризованной среде вокруг лунки широ-

кую чистую зону ингибирования роста, в то время как супернатант штамма BioCC 203 DSM 32650 толь-

ко нарушил рост дрожжей. 

Пример 5. Динамика роста в процессе брожения растительного материала. 

Целью данного эксперимента было определить, какое действие оказывает Lactobacillus buchneri  

BioCC 203 DSM 32650 и Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 на динамику роста в процессе бро-

жения растительного материала. 

Методика: 226 г растений кукурузы (Zea mays L.) в стадии вегетативного роста (V6-V8) измельча-

ли, гомогенизировали с помощью лабораторного блендера Bagmixer 400 (Interscience. Франция) в тече-

ние 6 мин, фильтровали, центрифугировали при комнатной температуре при 5000 об/мин в течение  

10 мин и стерилизовали при 121°С в течение 5 мин. 

Суспензию 48-часовой культуры лактобацилл готовили в пептонной воде в соответствии со стан-

дартом мутности МакФарланда № 5 (1,5×10
9
 микробов/мл), засевали в бульон MRS (Biolife, Италия), при 

конечном объеме 1,5×10
6
 микробов/мл, инкубировали микроаэробно (10% CO2) и анаэробно (CO2/N2/H2: 

5/90/5%) при 25°С в течение 24, 48 и 72 ч. 

Фиксировали количество жизнеспособных микроорганизмов обоих штаммов, продуктивность, чис-

ло генераций (n) и скорость роста (V) рассчитывали следующим образом: 

Продуктивность = logN1 - logN0, где N1 представляет собой концентрацию клеток в любой заданный 

момент времени; N0 представляет собой начальную концентрацию клеток; 

N = logN1 - logN0/log2, где N1 представляет собой концентрацию клеток в любой заданный момент 

времени; N0 представляет собой начальную концентрацию клеток; 

V = logN1 - logN0/0,301 × t, где N1 представляет собой концентрацию клеток в любой заданный мо-

мент времени; N0 представляет собой начальную концентрацию клеток и t это определенный период 

времени в часах. 

Таблица 7 

Динамика роста Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 и  

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 в ходе микроаэробного (10% CO2)  

культивирования при 25°С в течение 24, 48 и 72 ч 

 
n - число генераций; 

V - скорость роста. 

В течение первых 24 ч микроаэробного культивирования штамм Lactobacillus buchneri BioCC 203 

DSM 32650 был на четыре поколения быстрее и в 2,4-раза быстрее в течение 48 ч, чем штамм  

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 (табл. 7). 

Пример 6. Исследование действия силосных добавок L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и  

L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 на среду свежего легкосбраживаемого материала. 

Целью данного эксперимента было определить, какое действие оказывает силосная добавка  

L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 на аэробную стабильность и каче-

ство брожения кукурузного (Zea mays, кукуруза сорта "Cathy") силоса (содержание сухого вещества 

≥30%). 

Испытание силоса проводили в лабораторном 1,5 л силосе со свежесрезанной кукурузой в фазе вос-

ковой спелости. 

Проводили следующие исследования: определение значений pH и качества брожения на 90 день. 

Были проведены два теста на аэробную стабильность. Первый тест был проведен после периода 

хранения в течение 49 дней с двойным воздействием воздуха (24 ч; на 28  и 42 день). 

Тест на аэробную стабильность проводили в помещении с контролируемой температурой прибли-

зительно при 20°С. Температуру фиксировали каждые 5 ч с помощью системы регистрации данных  
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PS-ES. 

Химический состав свежего материала представлен в табл. 8. 

Таблица 8 

Химический состав свежего материала 

 

 
*СВ в процентах+(8×(ВРУ/БЕ)). 

Применение L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 ведет к сущест-

венному увеличению уксусной кислоты и 1,2-пропандиола по сравнению с необработанным контроль-

ным образцом (табл. 9). 

Таблица 9 

Химический состав, показатели пищевой ценности и показатели  

качества брожения кукурузного силоса из кукурузы сорта "Cathy"  

с применением микроорганизмов L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и  

L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 после 90 дней хранения 

 

 
н.о. - не обнаружено. 

Тест на аэробную стабильность выполненный по истечение периода хранения в 49 дней, показал 

существенное увеличение аэробной стабильности для силосов, обработанных L. buchneri BioCC 203 

DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 почти от 2 до 2,5 дней по сравнению с необработанным 
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контрольным образцом (контроль: 3,9 дня против L. buchneri BioCC 203 DSM 32650: 6,3 дней и  

L. buchneri BioCC 228 DSM 32651: 5,8 дней). 

Увеличение времени хранения до 90 дней привело к увеличению аэробной стабильности как для 

необработанного контрольного образца с 7,9 днями, так и для силоса, обработанного L. buchneri BioCC 

203 DSM 32650 10,6 днями и силоса, обработанного L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 с 11,4 днями. Бы-

ло обнаружено, что такая разница менее чем в три дня для L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и более чем 

в три дня для L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 является статистически значимой. 

Пример 7. Исследование действия силосных добавок L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и  

L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 на свежий трудносбраживаемый материал. 

Целью данного эксперимента было определить качество брожения и аэробную стабильность сило-

са, приготовленного из свежесрезанных растений кукурузы (Zea mays, кукуруза сорта "Dorka") с низким 

содержанием сухого вещества (≤20%) с применением штаммов микроорганизмов L. buchneri BioCC 203 

DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651. 

Штаммы L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 добавляли в сило-

суемый материал в виде жидкого раствора с концентрацией 1×10
5
 КОЕ на 1 г растительного материала 

(корма), подлежащего силосованию. Все исследуемые варианты (контрольные силосы, силосы, приго-

товленные со штаммами L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 молочно-

кислых бактерий, и контрольные силосы, приготовленные без силосных добавок) осуществляли в пяти 

параллельных опытах. Исследуемые силосы открывали после 90 дней силосования. 

Химический состав свежего материала представлен в табл. 10. 

Аэробную стабильность силосов определяли по истечении срока хранения в 90 дней в соответствии 

с методом, описанным Хонигом (Honig, H., 1990: Evaluation of the Aerobic Stability. In: Proceedings of the 

Eurobac Conference, Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala/Sweden, Special Issue). Силос счи-

тался аэробно нестабильным, если температура, измеренная у его геометрической середины, превышала 

температуру окружающей среды на 3°С. Изменения температуры во времени измеряли в течение 9 дней 

(217 ч). Температуру окружающей среды и температуры исследуемых силосов записывали один раз в 

час, используя устройства Comet Temperature Data Logger S0141. 

Для анализа образцов силоса использовали общепринятые методы (АОАС. 2005. Official Methods of 

Analysis of AOAC International, 18
th

 ed. Association of Official Analytical Chemists International, Gaithers-

burg, MD, USA). 

Для определения содержания сухого вещества образцы силоса высушивали в термостате при 130°С 

до постоянной массы. Для установления содержания сырой золы образец силоса сжигали в муфельной 

печи при 550°С в течение 6 ч. Содержание протеина определяли, используя анализатор Kjeltec 2300 в 

соответствии со способом Кьельдаля (N×6,25). Сырую клетчатку определяли согласно способу  

В. Хеннеберга и Ф. Стохманна. Для определения содержания кислот, этанола и 2,3-бутандиола в силосе 

использовали газовый хроматограф Agilent 7890A. Соотношение аммиачного азота к общему азоту опре-

деляли анализатором Kjeltec 2300. Для определения кислотности силоса использовали pH-метр Hanna 

Instruments HI 2210. 

Таблица 10 

Химический состав свежего материала 

 
Содержание сухого вещества во всех силосах находилось в пределах ≤18%. Однако силосы из ку-

курузы сорта "Dorka" и обработанные штаммом L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и штаммом L. buchneri 

BioCC 228 DSM 32651 имели хорошие характеристики брожения (табл. 11). Молочная кислота была пре-

обладающей кислотой во всех силосах. Силос, обработанный штаммом L. buchneri BioCC 203 DSM 
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32650 имел более высокую концентрацию уксусной кислоты и 1,2-пропандиола по сравнению с силосом, 

приготовленным со штаммом L. buchneri BioCC 228 DSM 32651, и контрольным силосом. 

Содержание этанола было низким во всех силосах (диапазон от 4,1 до 8,6 г/кг). 

Таблица 11 

Химический состав, показатели пищевой ценности и  

показатели качества брожения кукурузного силоса из кукурузы сорта "Dorka"  

с применением микроорганизмов L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и  

L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 после 90 дней хранения 

 

 
Микробиологические показатели качества брожения засилосованного материала и кукурузного си-

лоса представлены в табл. 12. В засилосованном материале количество плесневых грибков было относи-

тельно большим, клостридий и дрожжевых грибков - ниже предела обнаружения. Образцы силоса, обра-

ботанного штаммами L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651, имели 

очень большое количество молочнокислых бактерий (>8,0 log10 КОЕ/г силоса), и добавленные штаммы 

преобладали над эндогенной лактобиотой. Количество молочнокислых бактерий в необработанном кон-

трольном силосе составляло 4,56 log10 КОЕ/г силоса. 
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Таблица 12 

Микробиологические показатели качества брожения свежего материала и  

силоса из кукурузы сорта "Dorka", обработанного микроорганизмами  

L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 

 
* Ниже предела обнаружения. 

** Не может быть рассчитано. 

При испытании аэробной стабильности в четырех из пяти параллельных опытов необработанный 

силос нагревался. Средняя аэробная стабильность контрольного силоса оказалась 149 ч (т.е. 6,2 дней). 

Силосы, обработанные штаммами L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651, 

были аэробно стабильными до окончания исследования, т.е. до 217 ч (т.е. 9,04 дней). Таким образом, об-

работка свежего материала штаммами L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228  

DSM 32651 повышала аэробную стабильность силосов на 2,84 дня. 

В заключение: штаммы L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 неожи-

данно продемонстрировали очень бурный рост в силосах, приготовленных из свежего трудносбраживаемо-

го материала. Применение L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 и L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 увеличи-

вает содержание молочной кислоты и уксусной кислоты в силосе, приготовленном из силосуемого мате-

риала с низким содержанием сухого вещества (≤20%), ингибирует активность микроорганизмов и дрож-

жей, предотвращая, таким образом, нагревание силоса, что гарантирует аэробную стабильность силоса при 

открывании хранилища для силоса и продлевает, таким образом, срок хранения силоса. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Изолированный штамм микроорганизма Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650. 

2. Изолированный штамм микроорганизма Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651. 

3. Штамм микроорганизма по п.1 или 2 в лиофилизированной форме. 

4. Композиция для приготовления корма, содержащая один или более микроорганизмов по любому 

из пп.1-3. 

5. Корм, содержащий штамм микроорганизма по любому из пп.1-3. 

6. Корм по п.5, который представляет собой сброженный корм, например силос. 

7. Применение штамма микроорганизма по любому из пп.1-3 в качестве кормовой добавки. 

8. Применение штамма микроорганизма по любому из пп.1-3 для поддержания аэробной стабиль-

ности силоса. 

9. Применение по п.8, в котором силос приготовлен из корма с низким содержанием сухого вещест-

ва не более 20%. 

10. Применение штамма микроорганизма по любому из пп.1-3 для сбраживания корма. 

11. Композиция для приготовления корма, содержащая один или более микроорганизмов по любо-

му из пп.1-3 для ускорения брожения корма, увеличения концентрации молочной и уксусной кислот в 

корме, снижения уровня pH и сокращения потерь питательных веществ в корме. 

12. Применение микроорганизма по любому из пп.1-3 для подавления действия патогенных микро-

организмов и ингибирования роста дрожжевых грибков за счет добавления штамма микроорганизма по 

любому из пп.1-3 в корм, подвергаемый сбраживанию. 

13. Применение по п.12, в котором патогенные микроорганизмы являются энтеропатогенными. 

14. Способ продления сохранности корма, в котором микроорганизм по любому из пп.1-3 добавля-

ют в корм до брожения. 

Евразийская патентная организация, ЕАПВ 

Россия, 109012, Москва, Малый Черкасский пер., 2 
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