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SELECTION OF A NUTRIENT MEDIUM FOR GROWING BACTERIA 
WHICH ARE PART OF AN ENVIRONMENTALLY FRIENDLY 

VETERINARY PROBIOTIC PREPARATION 
 
Abstract. Information is given on the importance of selecting a nutrient medium for cultivating bacteria that 

make up environmentally friendly veterinary probiotic preparation. When creating a probiotic, the antimicrobial 
activity of bacteria included in their composition against pathogens was taken into account, which depends on 
composition of nutrient medium for cultivating probiotic microorganisms. 

It was determined that composition of nutrient medium affects antimicrobial activity of probiotic bacteria. 
During the experiment, antagonistic activity of probiotic bacteria was not detected for any of the test cultures on two 
media, namely: No. 4 - 5% milk serum + 3% molasses; No. 5 - 5% milk serum without additives. 

According to the results of study, for cultivating probiotic lactic acid bacteria Lactobacillus plantarum 1, 
Streptococcus salivarius 20n, Lactobacillus fermentum 15 and propionic acid bacteria Propionibacterim shermanii 
34, nutrient medium MRS can be recommended, in which sucrose or glucose is used as a carbon source, as well as 
five percent milk serum with addition of molasses (1.5%) and yeast extract (0.015-0.020%). The data presented 
indicate the need for selection of optimal nutrient media for creating probiotics for preventing and treating diseases 
of farm animals and birds. 

Key words: probiotic bacteria, growth media, antimicrobial activity, viable cells’ titer. 
 
The environmental safety requirements for livestock products have forced the world to revise many 

methodological approaches for optimizing control over epizootic process of diseases caused by 
conditionally pathogenic microflora, and recognize the need to develop a new generation of 
environmentally friendly medicaments that can provide biological protection for farm animals and poultry. 
Most fully these requirements can be met by probiotic feed additives and preparations, which include live 
bacteria from among the main representatives of the normal intestinal microbiocenosis of animals and 
birds, such as lactobacilli, bifidobacteria, enterococci [1-6]. The use of probiotics in veterinary medicine 
involves a fairly wide range of problems, including correction of intestinal biocenosis, immune, hormonal 
and enzyme systems of young animals. In addition, probiotics are relevant not only for livestock, but also 
for health care in order to reduce the risk of human morbidity and improve the environmental safety of 
agricultural products [7-9]. 

The rationale for using probiotics in veterinary medicine are the positive effects they cause in 
animals. The main effects of probiotics include improved digestion, an immunostimulating effect, and 
increased animal productivity. 

Improvement of digestion processes occurs due to colonization of the intestine with microorganisms 
of probiotics, which are antagonists of conditionally pathogenic enterobacteria, they produce biologically 
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active substances. At the same time, the synthesis of microbial protein and vitamins increases, and so does 
the absorption of nutrients increases [7–9]. Currently, a large number of probiotics for animal husbandry 
are known, consisting of lactic acid and bifidobacteria, which are the main protective group of intestinal 
microorganisms that are harmless to humans and animals [10-14]. 

One of the ways to repell infectious diseases can be the use of probiotics based on lactic acid bacteria 
for therapeutic and prophylactic purposes. These microorganisms are symbionts of the gastrointestinal 
tract, harmless to humans and animals. They have a therapeutic effect due to antimicrobial activity, 
activation of the immune system, mainly non-specific link of the immune system, and normalization of the 
intestinal microflora. The antimicrobial activity of probiotic microorganisms is influenced by composition 
of the nutrient medium on which they are cultivated [15-16]. 

The aim of our study was to select the optimal nutrient medium for growing bacteria that are part of 
the probiotic. 

Materials and methods. The objects of research were lactic acid bacteria Lactobacillus plantarum 1, 
Streptococcus salivarius 20н, Lactobacillus fermentum 15 and propionic acid bacteria - Propionibacterim 
shermanii 34, selected as a probiotic. 

For the cultivation of probiotic microorganisms, nutrient media were tested: MRS with various carbon 
sources (glucose, lactose, sucrose) and milk serum with molasses and yeast extract additives. Probiotic 
microorganisms were grown in an incubator for 24 hours. The growth temperature of lactic acid bacteria 
was 370 C, for propionic acid bacteria - 280 C. The number of microorganisms was calculated by a series 
of serial dilutions in sterile tap water and plating them in an agarized nutrient medium, followed by 
counting the grown colonies. The antimicrobial activity of microorganisms was determined by agar 
diffusion [17] in relation to test cultures: Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella 
gallinarum, Shigella flexneri 11, Shigella sonnei, Proteus vulgaris, Citrobacter sp., Edwardsiella sp., 
Yersinia sp., Escherichia coli. 

Results of research and their discussion. When growing probiotic microorganisms on MRS 
medium with various carbon sources, their titer ranged from nх107 to nх1011 CFU / ml. The data obtained 
are shown in table 1. 
 

Table 1 – The dependence of bacterial growth on the carbon source in MRS medium 
 

Microorganism strains 
Bacteria titer, CFU / ml, depending on carbon source 

Glucose Lactose Sucrose 
Lactobacillus plantarum 1 1,88х1010 2,45х107 2,35х1010 
Streptococcus salivary 20н 2,18х1010 1,29х107 2,35х1010 
Lactobacillus fermentum 15 4,36х1011 1,84х107 2,35х1010 
Propionibacterim shermanii 34 1,35х1010 1,20х107 1,19х1010 

 
The most optimal carbon sources for the growth of lactic acid and propionic acid bacteria on MRS 

medium are sucrose and glucose (1-4x1010 CFU / ml). The maximum number of cells was detected in 
Lactobacillus fermentum 15 with growth on MRS medium with glucose as a carbon source                       
(4.36 × 1011 CFU/ml). The smallest bacterium titer was observed with growth on medium MRS with 
lactose (1-2x107 CFU / ml). 

When growing probiotic microorganisms on milk serum without additives and with additives of 
molasses and yeast extract, the titer ranged from nх107 to nх1010 CFU / ml. The data obtained are shown 
in table 2. 
 

Table 2 - Bacterial growth on whey with molasses and yeast extract 
 

 
Microorganism strains 

Bacteria titer, CFU / ml on 5% serum with additives 
 

3 % 
molasses 

1,5 % molasses 
+ 0,01 % yeast 

extract 

1,5 % molasses 
+ 0,015 % yeast 

extract 

1,5 % molasses 
+ 0,020 % yeast 

extract 

Without 
additives 

Lactobacillus plantarum 1 1,34х109 2,48х108 2,75х109 1,94х1010 1,45х107 
Streptococcus salivarius 20н 7,19х109 3,38х108 2,64х109 3,34х1010 7,38х107 
Lactobacillus fermentum 15 5,57х109 5,84х107 2,08х1010 4,28х1010 1,54х107 
Propionibacterim shermanii 34 3,29х109 4,15х108 2,21х1010 1,45х1010 \3,28х107 
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It was found that in case of growth on milk serum without additives, the content of bacterial cells in          
1 ml of medium did not exceed 1-7x107 CFU / ml. When growing on whey with the addition of 3% 
molasses, the bacterium titer was n × 109 CFU / ml. The maximum accumulation of bacterial cells in 
Streptococcus salivarius 20n, Lactobacillus fermentum 15, Propionibacterim shermanii 34 and 
Lactobacillus plantarum 1 was observed on whey supplemented with 1.5% molasses and 0.015-0.020% 
yeast extract. In this case, the titer of bacteria was equal to (1-4x1010) CFU / ml. 

Data obtained by the antagonistic activity of bacteria depending on the carbon source (medium MRS) 
is shown in table 3. 

 
Table 3 - Antagonistic activity of bacteria depending on the carbon source (MRS medium) 

 

M
ic

ro
or

ga
ni

sm
 s

tr
ai

ns
 

The diameter of zones of test cultures’ growth inhibition, mm 

Sa
lm

on
el

la
  

ty
ph

im
ur

iu
m

 

Sa
lm

on
el

la
  

en
te

ri
ti

di
s 

Sa
lm

on
el

la
  

ga
ll

in
ar

um
 

Sh
ig

el
la

 
 fl

ex
ne

ri
 1

1 

Sh
ig

el
la

 s
on

ne
i 

P
ro

te
us

 v
ul

ga
ri

s 

C
it

ro
ba

ct
er

 s
p.

 

E
dw

ar
ds

ie
ll

a 
sp

. 

Ye
rs

in
ia

 s
p.

 

E
sc

he
ri

ch
ia

 c
ol

i 

g s g s g s g s g s g s g s g s g s g s 

L
ac

to
ba

ci
ll

us
 

pl
an

ta
ru

m
1 

18.2 19 19 20 18 18 9.4 11 8.5 9 10 13 17 18 16 18 16 16 20 23 

St
re

pt
oc

oc
cu

s 
sa

li
va

ri
us

20
н 

15 15 15 16 18.6 19 12.9 15 9.7 11 10 10 16.5 17 17.5 19 18.2 19 15.5 17 

L
ac

to
ba

ci
ll

us
 

fe
rm

en
tu

m
15

 

16.5 17 17 21 19.9 21 11 12 13 15 10 11 18 21 14 15 19 22 18.9 21 

P
ro

pi
on

ib
ac

te
ri

m
 

sh
er

m
an

ii
 3

4 

9.4 10 10 11 12 12 0 9 0 0 0 9 0 0 0 18 0 0 10 12 

Note: carbon sources g - glucose, s - sucrose 

 
The antagonistic activity of bacteria during growth on MRS medium was detected when glucose and 

sucrose served as carbon sources. The diameter of zones of test cultures’ growth inhibition in this case 
ranged from 9 to 23 mm. The greatest activity is manifested when sucrose is used as a carbon source. No 
antagonistic activity of probiotic bacteria was detected with growth on this medium with lactose. 

Data obtained by the antagonistic activity of bacteria grown on milk serum with molasses and yeast 
extract is shown in table 4. 

Five variants of whey-based media were investigated: No. 1 - 5% milk serum + 1.5% molasses +            
+ 0.01% yeast extract; No. 2 - 5% milk serumn + 1.5% molasses + 0.015% yeast extract; No. 3 - 5% milk 
serum +1.5% molasses + 0.020% yeast extract; No. 4 - 5% milk serum + 3% molasses; No. 5 - 5% milk 
serum without additives. 

Antagonistic actively probiotic bacteria were not detected for any of the test cultures on two media, 
namely: No. 4 - 5% milk serum + 3% molasses; No. 5 - 5% milk serum without additives. 

Probiotic bacteria showed activity on media No. 1, No. 2 and No. 3. The highest activity is manifested 
when using medium No. 3, which includes 5% milk serum +1.5% molasses + 0.020% yeast extract. 
Therefore, to obtain active cultures of the studied strains of lactic acid bacteria, 5% milk serum can be 
used as a nutrient medium, however, additives and especially nitrogen ones are necessary for this. 
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Conclusion. Thus, according to the data obtained as a result of the study, it is possible to recommend 
cultivation of probiotic microorganisms, namely: lactic acid bacteria Lactobacillus plantarum1, 
Streptococcus salivarius 20n, Lactobacillus fermentum15 and propionic acid bacteria Propionibacterim 
shermanii 34, and suggest using MRS medium in which glucose or sucrose serves as a carbon source, and 
five percent milk serum with the addition of molasses (1.5%) and yeast extract (0.015-0.020%). 
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ЭКОЛОГИЯЛЫҚ ТАЗА ВЕТЕРИНАРЛЫҚ  
ПРОБИОТИКАЛЫҚ ПРЕПАРАТТЫҢ ҚҰРАМЫНА КІРЕТІН  

БАКТЕРИЯЛАРДЫ ӨСІРУ ҮШІН ҚОРЕКТІК ОРТАНЫ ТАҢДАУ 
  
Аннотация. Экологиялық таза ветеринарлық пробиотикалық препараттың құрамына кіретін бактерияларды 

өсіру үшін қоректік ортаны таңдаудың маңыздылығы туралы ақпарат беріледі. Пробиотикті құру кезінде олардың 
құрамына енгізілген бактериялардың микробқа қарсы белсенділігі ескерілді, бұл пробиотикалық 
микроорганизмдерді өсіру үшін қоректік ортаның құрамына байланысты. 

Пробиотик ретінде таңдалған Lactobacillus plantarum 1, Streptococcus salivarius 20n, Lactobacillus fermentum 15 
және пропион қышқылы Propionibacterim shermanii 34 бактериялары болды. Пробиотикалық микроорганизмдерді 
өсіру үшін қоректік орта қолданылды: әр түрлі көміртек көздері бар ШРК (глюкоза, лактоза, сахароза) және 
меласса мен ашытқы сығындысының қоспалары бар сарысу. Пробиотикалық микроорганизмдер 24 сағат ішінде 
инкубаторда өсірілді. Сүт қышқылы бактерияларын өсіру температурасы 370 С, пропион қышқылы бактериялары 
үшін – 280 С құрады. Микроорганизмдер санын стерильденген ағынды сулардағы сериялық ерітінділер 
сериясымен және оларды агарланған қоректік ортаға салып, өсірілген колонияларды санау арқылы есептеді. 
Микроорганизмдердің микробқа қарсы белсенділігі сынау дақылдарына қарсы агарды таратумен анықталды: 
Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella gallinarum, Shigella flexneri 11, Shigella sonnei, Proteus 
vulgaris, Citrobacter sp., Edwardsiella sp., Yersinia sp., Escherichia col. 

Пробиотикалық микроорганизмдерді әртүрлі көміртегі көздерімен MPC ортасында өсіру кезінде олардың 
титрі nх107-ден nх1011 КҚБ / мл дейін өзгерді. MPC ортасында сүт қышқылы мен пропион қышқылы 
бактерияларының көбеюінің ең оңтайлы көздері - сахароза мен глюкоза (1-4x1010 КҚБ /мл). Lactobacillus fermentum 
15 клеткалардың ең көп мөлшері көміртек көзі ретінде глюкозамен (4.36×1011 КҚБ / мл) MPC ортасында өсуімен 
анықталды. Бактериялардың ең кіші титрі лактоза мөлшері орташа ШРК-де (1-2х107 КҚБ / мл) өсуімен байқалды. 

Сарысуда пробиотикалық микроорганизмдерді қоспасыз және меласса мен ашытқы сығындысын қосқанда, 
титр nh107-ден nh1010 КҚБ / мл дейін өзгерді. Қоспасыз сүт сарысуында өсу кезінде бактериялық жасушалардың               
1 мл ортадағы мөлшері 1-7х107 КҚБ/ мл аспайтындығы анықталды. Сүт сарысуында 3% меласса қосып өсірген 
кезде бактерия титрі n × 109 CFU / мл болды. Бактерия жасушаларының максималды жинақталуы Streptococcus 
salivarius 20n, Lactobacillus fermentum 15, Propionibacterim shermanii 34 және Lactobacillus plantarum 1 сарысуда 
1,5% шұңқыр мен 0,015-0,020% ашытқы сығындысы қосылған. Бұл жағдайда бактериялардың титрі                           
(1-4x1010) КҚБ / мл тең болды. 

MPC ортасында өсу кезіндегі бактериялардың антагонистік белсенділігі глюкоза мен сахароза көміртегі көзі 
ретінде қызмет еткен кезде анықталды. Бұл жағдайда сынақ дақылдарының өсуін тежейтін аймақтардың диаметрі 
9-дан 23 мм-ге дейін болды. Ең үлкен белсенділік сахароза көміртегі көзі ретінде қолданылған кезде көрінеді. Осы 
ортада лактоза өскен кезде пробиотикалық бактериялардың антагонистік белсенділігі анықталған жоқ.  

Сарысуға негізделген ортаның бес нұсқасы зерттелді: №1 - 5% сарысулық + 1,5% меласса + 0,01% ашытқы 
сығындысы; № 2 - 5% сарысу + 1,5% меласса + 0,015% ашытқы сығындысы; № 3 - 5% сарысу + 1,5% меласса +              
+ 0,020% ашытқы сығындысы; № 4 - 5% сарысу + 3% меласса; № 5 - қоспасыз 5% сарысу. Антагонистік белсенді 
пробиотикалық бактериялар екі ортада сынақ дақылдарының ешқайсысында анықталмады, атап айтқанда: № 4 - 
5% сарысулық + 3% меласса; № 5 - қоспасыз 5% сарысу. Пробиотикалық бактериялар №1, №2 және №3 ортада 
белсенділік көрсетті, ең үлкен белсенділік 5% сарысу + 1,5% меласса + 0,020% ашытқы сығындысынан тұратын 
№3 ортада қолданылады. Сондықтан зерттелген сүт қышқылы бактерияларының штамдарының белсенді 
культураларын алу үшін 5% сарысуды қоректік орта ретінде қолдануға болады, алайда бұл үшін қоспалар, әсіресе 
азот қажет. 

Қоректік ортаның құрамы пробиотикалық бактериялардың микробқа қарсы белсенділігіне әсер ететіні 
анықталды. Эксперимент барысында пробиотикалық бактериялардың антагонистік белсенділігі екі ортада сынақ 
дақылдарының ешқайсысында анықталмады, атап айтқанда: № 4 - 5% сүтті сарысу,+ 3% меласса; № 5 - қоспасыз 
5% сарысу. 

Зерттеу нәтижелері бойынша пробиотикалық сүт қышқылы бактерияларын өсіру үшін Lactobacillus plantarum 1, 
Streptococcus salivarius 20n, Lactobacillus fermentum 15 және пропион қышқылы бактериялары Propionibacterim 
shermanii 34, MPC қоректік ортаны ұсынуға болады, оның құрамында көміртегі көзі ретінде сахароза немесе 
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глюкозаны, сонымен қатар 5 % меласса қосылған сүт сарысуын және ашытқы сығындысы (0.015-0.020%) 
қолдаенуға болады. Ұсынылған деректер ауылшаруашылық жануарлары мен құстардың ауруларының алдын-алу 
және емдеу үшін пробиотиктер жасау үшін қолайлы қоректік ортаны таңдау қажеттілігін көрсетеді. 

Түйін сөздер: пробиотикалық бактериялар, қоректік орта, микробқа қарсы белсенділік, өміршең 
жасушалардың титрі. 
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ПОДБОР ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ ДЛЯ ВЫРАЩИВАНИЯ БАКТЕРИЙ, ВХОДЯЩИХ В СОСТАВ 

ЭКОЛОГИЧЕСКИ ЧИСТОГО ВЕТЕРИНАРНОГО ПРОБИОТИЧЕСКОГО ПРЕПАРАТА 
 
Аннотация. Приводятся сведения о важности подбора питательной среды для выращивания бактерий, 

входящих в состав экологически чистого ветеринарного пробиотического препарата. При создании пробиотика 
учитывалась антимикробная активность входящих в их состав бактерий к возбудителям заболеваний, которая 
зависит от состава питательной среды для культивирования пробиотических микроорганизмов. 

Были молочнокислые бактерии Lactobacillus plantarum 1, Streptococcus salivarius 20н, Lactobacillus fermentum 
15 и пропионовокислые бактерии - Propionibacterim shermanii 34, отобранные в состав пробиотика. Для 
выращивания пробиотических микроорганизмов были испытаны питательные среды: МРС с различными 
источниками углерода (глюкоза, лактоза, сахароза) и молочная сыворотка с добавками мелассы и дрожжевого 
экстракта. Пробиотические микроорганизмы выращивали в термостате в течение 24 часов. Температура 
выращивания молочнокислых бактерий составляла 370 С, для пропионовокислых бактерий - 280 С. Подсчет 
численности микроорганизмов проводили путем ряда последовательных разведений в стерильной водопроводной 
воде и высева их в агаризованную питательную среду с последующим подсчетом выросших колоний. 
Антимикробную активность микроорганизмов определяли методом диффузии в агар в отношении тест-культур: 
Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella gallinarum, Shigella flexneri 11, Shigella sonnei, Proteus 
vulgaris, Citrobacter sp., Edwardsiella sp., Yersinia sp., Escherichia coli. 

При выращивании пробиотических микроорганизмов на среде МРС с различными источниками углерода их 
титр составлял от nх107 до nх1011 КОЕ/мл. Наиболее оптимальными источниками углерода для роста 
молочнокислых и пропионовокислых бактерий на среде МРС является сахароза и глюкоза (1-4х1010 КОЕ/мл). 
Максимальное количество клеток выявлено у Lactobacillus fermentum 15 при росте на среде МРС с глюкозой в 
качестве источника углерода (4,36х1011КОЕ/мл). Наименьший титр бактерий отмечен при росте на среде МРС с 
лактозой (1-2х107 КОЕ/мл). 

При выращивании пробиотических микроорганизмов на молочной сыворотке без добавок и с добавками 
мелассы и дрожжевого экстракта титр составлял от nх107 до nх1010 КОЕ/мл. Установлено, что при росте на 
молочной сыворотке без добавок содержание бактериальных клеток в 1 мл среды не превышало 1-7х107 КОЕ/мл. 
При росте на молочной сыворотке с добавлением 3% мелассы титр бактерий составил nх109 КОЕ/мл. 
Максимальное накопление бактериальных клеток у Streptococcus salivarius 20н, Lactobacillus fermentum 15, 
Propionibacterim shermanii 34 и Lactobacillus plantarum 1 было отмечено на молочной сыворотке с добавлением 1,5 
% мелассы и 0,015-0,020 % дрожжевого экстракта. При этом титр бактерий равнялся (1-4х1010) КОЕ/мл.  

Антагонистическая активность бактерий при росте на среде МРС была выявлена в том случае, когда 
источниками углерода служили глюкоза и сахароза. Диаметр зон подавления роста тест-культур при этом 
составлял от 9 до 23 мм. Наибольшая активность проявляется при использовании в качестве источника углерода 
сахарозы. Не выявлено антагонистической активности пробиотических бактерий при росте на данной среде с 
лактозой. 

Исследовано пять вариантов сред на основе молочной сыворотки: №1 - 5% молочная сыворотка + 1,5 % 
мелассы + 0,01 % дрожжевого экстракта; №2 - 5% молочная сыворотка + 1,5 % мелассы + 0,015 % дрожжевого 
экстракта; №3 - 5% молочная сыворотка +1,5 % мелассы + 0,020 % дрожжевого экстракта; №4 - 5% молочная 
сыворотка + 3% мелассы; №5 - 5% молочная сыворотка без добавок. Антагонистическая активно пробиотических 
бактерий не была выявлена ни к одной из тест-культур на двух средах, а именно: №4 - 5% молочная сыворотка + 
3% мелассы; №5 - 5% молочная сыворотка без добавок. Пробиотические бактерии показали активность на средах 
№1, №2 и № 3. Наибольшая активность проявляется при использовании среды №3, в состав которой входит 5% 
молочная сыворотка +1,5 % меласса + 0,020 % дрожжевой экстракт. Следовательно, для получения активных 
культур исследованных штаммов молочнокислых бактерий можно использовать в качестве питательной среды 5% 
молочную сыворотку, однако для этого необходимы добавки и прежде всего азотистые. 

Установлено, что состав питательной среды влияет на антимикробную активность пробиотических бактерий. 
В течение эксперимента антагонистическая активность пробиотических бактерий не была выявлена ни к одной из 
тест-культур на двух средах, а именно: №4 - 5% молочная сыворотка + 3% мелассы; №5 - 5% молочная сыворотка 
без добавок.  
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По результатам исследования для культивирования пробиотических молочнокислых бактерий Lactobacillus 
plantarum 1, Streptococcus salivarius 20н, Lactobacillus fermentum 15 и пропионовокислых бактерий Propionibacterim 
shermanii 34 можно рекомендовать питательную среду МРС, в которой источником углерода служит сахароза или 
глюкоза, а также пятипроцентную молочную сыворотку с добавлением мелассы (1,5%) и дрожжевого экстракта 
(0,015-0,020 %). Представленные данные свидетельствуют о необходимости подбора оптимальных питательных 
сред для создания пробиотиков для профилактики и лечения заболеваний сельскохозяйственных животных и птиц. 

Ключевые слова: пробиотические бактерии, питательные среды, антимикробная активность, титр 
жизнеспособных клеток. 
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