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Реферат. Одним из путей обеспеченности крупного рогатого скота биологически полноценными 
рационами является улучшение конверсии корма. Величина кормовой конверсии зависит от двух фак-
торов: степени усваивания животными питательных веществ из корма и активности переваривания кор-
ма. Целью работы явилось определение штаммов целлюлозолитических микроорганизмов от домашних 
и диких жвачных, в частности выделение из рубца жвачных животных микроорганизмов, обладающих 
целлюлозолитическими свойствами (ЦЛМО). В результате проведённых исследований было выделе-
но 40 культур микроорганизмов, обладающих целлюлозолитической активностью. При тестировании 
штаммов установлено, что обильный рост культуры на питательных средах отмечен у 20% исследо-
ванных штаммов, выделенных от крупного рогатого скота, и только 12,5% – от зубров. При лаборатор-
ном тестировании установлено, что штаммы, выделенные от зубров, обладают большей целлюлазной 
активностью, но в лабораторных условиях культивируются сложнее и в пересевах сохраняются хуже, 
чем выделенные от домашних жвачных животных. Возможно, это связано с особенностями кормового 
рациона данных животных. В результате проведённого опыта было выявлено 12 изолятов, проявляю-
щих повышенную целлюлозолитическую активность, что указывает на перспективу применения ЦЛМО 
для увеличения конверсии основных кормов. Это позволит в перспективе уменьшить затраты корма на 
производство единицы животноводческой продукции.
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ганизмы, степень усваивания питательных веществ, активность переваривания корма, конвер-
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Abstract. One way to provide cattle with biologically complete diets is to improve feed conversion. 
The amount of feed conversion depends on two factors: the degree of absorption of nutrients from the feed 
by animals and the activity of feed digestion. The aim of the work was to determine strains of cellulolytic 
microorganisms from domestic and wild ruminants, in particular, isolation from the rumen of ruminant animals of 
microorganisms with cellulosolytic properties (CLMO). As a result of the studies, 40 cultures of microorganisms 
with cellulosolytic activity were identifi ed. When testing the strains, it was found that abundant growth of the 
culture on nutrient medium was observed in 20% of the studied strains isolated from cattle, and only 12.5% 
from bison. In laboratory testing, it was found that strains isolated from bison have greater cellulasic activity, 
but in laboratory conditions they are more diffi  cult to cultivate and are preserved worse in subcultures than 



4242 ВЕТЕРИНАРИЯ И ЗООТЕХНИЯ

Выявление целлюлозолитических микроорганизмов в образцах рубцового Выявление целлюлозолитических микроорганизмов в образцах рубцового 
содержимого жвачных с целью повышения конверсии кормасодержимого жвачных с целью повышения конверсии корма

those isolated from domestic ruminants. Perhaps this is due to the peculiarities of the feed diet of these 
animals. As a result of the experiment 12 isolates with increased cellulosolytic activity were identifi ed, which 
indicates the prospect of using CLMO to increase the conversion of basic feeds. This will make it possible in 
the future to reduce feed costs for the production of a unit of livestock products.

Keywords: scar digestion, rumen microfl ora, cellulosolytic microorganisms, degree of 
nutrient absorption, feed digestion activity, feed conversion

Введение. Увеличение производства продук-
тов животноводства решается главным образом за 
счёт интенсификации отрасли, укрепления кормо-
вой базы, организации полноценного кормления 
сельскохозяйственных животных, в том числе и за 
счёт введения новых технологий получения кор-
мов. В связи с этим разработка новых рецептов 
кормовых добавок и премиксов является важной 
задачей науки и производителей кормов, актуаль-
ность которой подтверждается их востребован-
ностью.

Задача молочного хозяйства – получить вы-
сокую и стабильную молочную продуктивность на 
различных стадиях лактации без снижения основ-
ных параметров здоровья животных. При решении 
вопросов обеспеченности крупного рогатого скота 
биологически полноценными рационами изыски-
вается много путей и возможностей. Одним из 
них является улучшение конверсии корма. Вели-
чина кормовой конверсии зависит от двух факто-
ров: степени усваивания животными питательных 
веществ из корма и активности переваривания 
корма.

Как известно, в пищеварении жвачных глав-
ную роль играет многокамерный желудок, осо-
бенно рубец. Одной из важнейших функций ми-
кроорганизмов рубца является переваривание 
углеводов. С растительными кормами животные 
получают большое количество клетчатки, в состав 
которой входят: целлюлоза, гемицеллюлоза, лиг-
нин, пектин, крахмал и другие полисахариды, а 
также олигосахариды, глюкозиды и глюкорониды. 
Слизистая оболочка преджелудков не образует 
ферментов, и брожение в рубце обеспечивается 
микрофлорой [1]. Наукой доказано, что за счёт 
ферментов микрофлоры рубца удовлетворяется 
до 80% потребности жвачных в энергии, 30–50% – 
в белке, в значительной мере в макро- и микроэ-
лементах и витаминах, переваривается от 50 до 
70% сырой клетчатки рациона.

В преджелудках жвачных развиваются 
в основном анаэробные микроорганизмы: про-
стейшие (инфузории) и бактерии.

Состав микрофлоры рубца жвачных животных 
варьирует в широких пределах в зависимости от 
вида корма: инфузории – от 200 тыс. до 2 млн в 
1 мл, бактерии – от 100 млн до 10 млрд. в 1 мл. 
Видовой состав микроорганизмов также широк: 
бактерий – более 200 рас, простейших – более 20 
видов. 

Из бактерий в преджелудках содержатся 
кокки, стрептококки, молочнокислые, целлюло-
золитические и другие, которые попадают в ру-
бец с кормом и водой и благодаря оптимальным 
условиям активно размножаются. Самые важные 
микроорганизмы рубца – целлюлозолитические 
[1; 2; 3; 4]. 

Для коров важнейшим источником энергии 
являются углеводы, которые классифицируют на 
волокнистые и неволокнистые. Неволокнистые 
углеводы (крахмал и простые сахара) ферментиру-
ются в рубце быстро и почти полностью. Наличие 
в рационе неволокнистых углеводов увеличивает 
его энергетическую насыщенность и определяет 
количество бактериального протеина, вырабо-
танного в рубце. Однако неволокнистые углеводы 
не стимулируют жевание жвачки и производство 
слюны. Более того, в чрезмерных количествах они 
могут оказать негативное влияние на фермента-
цию клетчатки, которая относится к волокнистым 
углеводам.

Микроорганизмы, живущие в рубце, позво-
ляют корове получать энергию из волокнистых 
углеводов (целлюлоза и гемицеллюлоза), которые 
связаны с лигнином в клетках стенок растений 
(клетчатке). Клетчатка весьма объёмна и находит-
ся в рубце коровы длительное время, где посте-
пенно ферментируется целлюлоза и гемицеллюло-
за. Клетчатка в виде длинных частиц существенно 
необходима для стимуляции жевания жвачки, в 
процессе которого измельчаются крупные части-
цы корма, что улучшает ферментацию клетчатки. 
Это также стимулирует сокращение стенки рубца 
и увеличивает количество слюны, попадающей в 
желудок и помогающей поддерживать нейтраль-
ную кислотность (рН) в среде рубца. 

Рацион, бедный клетчаткой, приводит к сни-
жению жирности молока и нарушению пище-
варения (например, смещение сычуга, ацидоз 
рубца) [5; 6]. 

Основное питательное значение среди состав-
ляющих клетчатки имеет целлюлоза. При гидроли-
зе целлюлоза расщепляется на ряд более простых 
соединений. Конечным продуктом распада целлю-
лозы является глюкоза. Целлобиоза – структурный 
компонент целлюлозы, её молекула состоит из 
остатка Р-глюкозы и остатка а-глюкозы, которые 
связаны между собой 1,4-глюкозидными связями. 
Ферментный комплекс, гидролизующий 1,4-глюко-
зидные связи и разрушающий целлюлозу, назы-
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вается целлюлазой. Способность к его образова-
нию обнаружена у бактерий родов Ruminococcus, 
Bacteroides, Butyrivibrio, Clostridium, Eubacterium и 
Fusobacterium, а также у анаэробных грибов [1; 7].

В процессе рубцовой ферментации популя-
ция микроорганизмов, главным образом бактерии, 
ферментирует углеводы и производит энергию, 
газы (метан СНд и углекислый газ СО2), тепло и 
кислоты. Основную часть производимых в рубце 
кислот (> 95%) составляют уксусная, пропионовая 
и масляная кислоты. Впитывание летучих жирных 
кислот, конечного продукта ферментации, проис-
ходит через стенки рубца [8; 9; 10]. 

При целлюлолизе в рубце микроорганизмы 
не выделяют во внешнюю среду свободных цел-
люлаз, разрушение клетчатки происходит при 
непосредственном контакте микроорганизмов с 
субстратом. Целлюлаза у рубцовых бактерий ло-
кализована на поверхности клетки. Оптимальные 
условия для целлюлолиза создаются при рН, близ-
ком к нейтральному [11]. 

Использование целлюлозолитических бакте-
рий и создание на их основе препарата и кормо-
вых добавок, способных повышать продуктивность 
сельскохозяйственных животных, актуально, име-
ются научные исследования разных авторов [12; 
13; 14].  

Исследования в направлении использования 
ассоциаций бактерий в основе кормовых добавок 
являются своевременными [15].

Целью нашей работы явилось определение 
штаммов целлюлозолитических микроорганизмов 
от домашних и диких жвачных для культивиро-
вания в лабораторных условиях, в частности вы-
деление из рубца жвачных животных микроор-
ганизмов, обладающих целлюлозолитическими 
свойствами, проведение идентификации ЦЛМО, 
оценивание целлюлозолитической активности вы-
деленных культур ЦЛМО, их устойчивость (выжи-
ваемость, сохранение свойств) при культивирова-
нии in vitro (в лабораторных условиях).  

Материалы и методы. Работа проводилась 
в несколько этапов.

Выделение из рубца жвачных животных ас-
социаций бактерий, обладающих целлюлозоли-
тической активностью. 

Отбор содержимого рубца животных произ-
водили во время убоя крупного рогатого скота и 
мелкого рогатого скота. Посев проводили в день 
отбора материала. У зубров – от павшего живот-
ного из разных частей рубца и свежие фекалии – 
от здоровых животных. Хранение проб до момента 
исследования осуществлялось при температуре 
–20ºС.

Ассоциации выделяли на средах, содержавших 
в качестве источника углевода фильтровальную 
бумагу: высев проб на поверхность агаризирован-

ной синтетической питательной среды Гетчинсо-
на (Гч) рН 7,2 с помещённой на её поверхность 
стерильной фильтровальной бумагой (подложка), 
а также вглубь полужидкой среды Гетчинсона (Пж 
1% Гч) с фильтровальной бумагой [16]. 

В колбы со стерильной водой объёмом 250 мл 
вносили образцы рубцового содержимого с рас-
чётом 10 г на 100 мл воды. Взбалтывали на ор-
битальной мешалке в течение 1 часа. Отстаивали 
10–15 мин для осаждения твёрдых частиц корма и 
проводили посев на среды. Инкубацию вели при 
37°С в течение трёх недель. Посевы просматри-
вали ежедневно, фиксировали рост колоний, из-
менения состояния среды и состояние подложки.

Для поддержания культур использовали суб-
культивирование (пересев каждые 3 недели) на 
среде Гетчинсона с КМЦ (до 1% КМЦ) (Гч-КМЦ – 
карбоксиметилцелюлозой). Посевы инкубировали 
при 37°С в течение двух суток, а затем хранили 
при температуре бытового холодильника (4°С). 
Использовали как агаризированную, так и жидкую 
питательную среду.

Исследование роста выбранных изолятов 
на агаре.

Бактериальные изоляты засевали на поверх-
ность агар-агара, приготовленного на минераль-
ной питательной среде (в пробирках, на «кося-
чок»). Посевы инкубировали при 37°С в течение 
двух суток.

Рост культур оценивается по пятибалльной 
системе:

1 балл (+) означал еле заметный рост куль-
туры, 

2 балла (++) – слабый рост, 
3 балла (+++) – умеренный рост, 
4 балла (++++) – хороший рост, 
5 баллов (+++++) – обильный рост.
Оценка целлюлозолитических свойств.
Луночный метод определения целлюлолити-

ческой активности с красителем конго-крас-
ным. Опыт проведён с культуральной жидкостью и 
с супернатантом (освобождение от бактериальной 
массы, работа ферментов). Супернатант отделяли 
центрифугированием на лабораторной центрифу-
ге Eppendorf Centrifuge при 12000 об/мин в тече-
ние 10 минут. 

В лунки в чашках Петри (среда Гч-КМЦ, агари-
зация 2%) вносили по 100 мкл 2-суточной культу-
ральной жидкости (или супернатанта), инкубиро-
вали при 37°С, оценку проводили двукратно через 
24 и 72 часа (с центрифугатом только 24 часа). 
После чего окрашивали среду 1% конго-красным, 
выдерживали 15 минут и смывали 1 М раствором 
NaCl. Оценкой наличия целлюлозолитической ак-
тивности служила зона просветления вокруг лу-
нок. Чем больше неокрашенная зона, тем выше 
активность изолята. 
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Метод диффузии красителя. В данном мето-
де применяется двухслойная среда: нижний слой 
представляет собой 1% КМЦ в 2% агаре; второй, 
верхний слой, – среда ГЧ-КМЦ с 1% красителем 
конго-красным. Скорость диффузии красителя во 
второй неокрашенный слой говорит об активности 
разрушения целлюлозы.

Результаты исследования.
Выделение изолятов микроорганизмов. Пер-

вым этапом наших исследований было выделение 
из рубца жвачных животных ассоциаций бактерий, 
обладающих целлюлозолитической активностью. 
Ассоциации выделяли на средах, содержавших 
в качестве источника углевода фильтровальную 
бумагу.

Всего было исследовано 16 проб: по 6 образ-
цов рубцового содержимого от крупного рогатого 
скота (коровы) и зубров, 4 образца – от мелкого 
рогатого скота. В ходе проведения исследования 
было выделено 40 изолятов, проявивших искомые 
свойства.

Культуры отличались по скорости роста, спо-
собности к пигментообразованию и воздействию 
на питательную среду и целлюлазную подложку.

Первичный рост изолятов от крупного рогато-
го скота наблюдался через 6 дней, от мелкого ро-

гатого скота – через 7 дней, от зубров первичные 
признаки роста отмечены через 4 дня. Первичный 
выбор колоний для отсева и дальнейших иссле-
дований проводили на основании оценки актив-
ности разрушения подложки (отбор культур для 
исследования проводили до трёх недель от нача-
ла культивирования). Изоляты микроорганизмов 
от зубров разрушали подложку с формированием 
чёткой границы между участками цельной под-
ложки и подвергнувшейся воздействию микроф-
лорой – разрушение волокон полное и одновре-
менное (рис. 1).

Изоляты от крупного рогатого скота разруша-
ли подложку с формированием тягучей ослизнён-
ной массы, желтоватого оттенка. Разрушение – от 
локального разрушения (рис. 2) до полной дегра-
дации подложки (рис. 3). Разрушение подложки 
под действием культур из образцов мелкого ро-
гатого скота характеризовалось формированием 
множественных мелких разрушенных участков, 
которые сливались в дальнейшем, в отдельных 
образцах выявляли ослизнение подложки. 

Оценка характера разрушения подложки в ме-
сте формирования колоний изолятов проводилась 
на увеличении от 4 до 40. Это позволило выявить 
различия в процессе разрушения волокон целлю-

Рисунок 1 – Сформированные участки разрушенной цельной подложки изолятами микроорганизмов от зубра

Рисунок 2 – Локальное разрушение 
подложки

Рисунок 3 – Лизис подложки по всей поверхности 
чашки Петри
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Рисунок 4 – Разрушение подложки под колониями 
изолятов зубра

Рисунок 5 – Разрушение подложки под колониями 
изолятов крупного рогатого скота

Рисунок 6 – Рост обильный, без образования газа Рисунок 7 – Рост хороший, образование газа

лозы. Из представленных фотографий (рис. 4 и 
рис. 5) видно, что под действием микроорганиз-
мов от крупного рогатого скота разрушение начи-
налось с мелких тонких волокон, а затем разруша-
лись более грубые. Изоляты от зубров разрушали 
различные волокна одновременно.

Для дальнейшей работы было отобрано 40 
изолятов: 16 – от зубра, 20 – от крупного рогатого 
скота и 4 – от мелкого рогатого скота.

Исследование роста выбранных изолятов 
на агаре.

Данный тест позволил определить устойчи-
вость изолятов к культивированию и сохранению 
однородности в лабораторных условиях для из-
учения свойств.

Исследуемые изоляты целлюлолитических 
бактерий показали различный характер роста на 
агаре как по интенсивности, так и по скорости ро-
ста.

Из 16 изолятов от зубра у двух наблюдался 
рост на 5 баллов (+++++) – обильный рост; три 
изолята характеризовались ростом на 2 балла 
(++) – слабый рост; два штамма не сохранились в 
лабораторных условиях (полное отсутствие роста 
в пересевах); остальные – промежуточные значе-
ния – от умеренного (+++) до хорошего (++++).

Из 20 изолятов от крупного рогатого скота у 
четырёх наблюдался рост на 5 баллов (+++++) 

– обильный рост; два изолята характеризовались 
ростом на 2 балла (++) – слабый рост; один штамм 
не сохранился в лабораторных условиях (полное 
отсутствие роста в пересевах); остальные – про-
межуточные значения – от умеренного (+++) до 
хорошего (++++).

Четыре изолята от мелкого рогатого скота 
проявляли различную активность: у одного – на 
5 баллов (+++++) – обильный рост и три изолята 
характеризовались умеренной активностью роста 
– на 3 балла (+++).

Было установлено, что часть изолятов при 
культивировании образует газ – фиксировали раз-
рывы агаризированной среды (способность к газо-
образованию регистрировалась и при дальнейших 
исследованиях). Из 16 изолятов зубров ни один не 
обладал способностью к газообразованию, из 20 
изолятов от крупного рогатого скота 4 обладали 
способностью формировать газ, изоляты от мелко-
го рогатого скота газ не выделяли. На фотомате-
риалах (рис. 6 и рис. 7) представлены типы роста 
культур на питательной среде.

Оценка целлюлозолитических свойств. Лу-
ночный метод определения целлюлолитической 
активности.

Оценка активности проведена у 37 штаммов, 
сохранявшихся в пересевах в лабораторных усло-
виях. Наличие и активность целлюлаз оценивали 
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по диаметру зоны просветления красителя конго-
красного. Контролем служила чашка с внесённой 
в лунки дистиллированной водой. В таблице 1 и 
на рисунке 8 представлены результаты исследо-
вания. 

В результате проведённого опыта было выяв-
лено 12 изолятов, проявляющих повышенную цел-
люлолитическую активность. 

Высокая активность (31 мм и более) установ-
лена у 7 культур – 18,92%. Большая часть культур 
(64,86%) обладала средним уровнем целлюлозо-
литической активности, диаметр зоны просветле-
ния составлял от 22 до 27 мм. 

Метод диффузии красителя в агар.
Исследование проводили параллельно с лу-

ночным методом (рис. 9 и 10; табл. 2). 

В результате исследования установлено, что 
из числа штаммов с высокой целлюлазной актив-
ностью превалируют культуры, выделенные от 
зубров. Изоляты от крупного рогатого скота обла-
дали средней или низкой активностью. Возможно, 
это связано с особенностями кормового рациона 
данных животных.

Выводы. По результатам проведённых иссле-
дований можно сделать следующие выводы:

1. Из содержимого рубца домашних животных 
и зубров выделены ассоциации микроорганизмов, 
обладающие целлюлозолитическими свойствами. 
Было отобрано 40 изолятов.

2. При определении устойчивости изолятов 
к культивированию in vitro выявили следующее: 
у двух изолятов от зубра рост характеризовался 

Рисунок 8 – Опытная чашка (изоляты с различной 
целлюлозолитической способностью)

Таблица 1 – Луночный метод определения целлюлозолитических штаммов

Диаметр зоны обесцвечивания, 1 сутки, мм Количество штаммов

16–18 6
22–24 12
25–27 4
27–30 8

31 и более 7

Рисунок  – Пробы, подготовленные 
к исследованию

Рисунок 10 – Диффузия красителя в результате 
деятельности целлюлозобактерий

9
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на 5 баллов (+++++) – обильный рост; основная 
часть – промежуточные значения – от умеренно-
го (+++) до хорошего (++++). Из 20 изолятов 
от крупного рогатого скота у четырёх наблюдал-
ся рост на 5 баллов (+++++) – обильный рост; 
двенадцать – промежуточные значения – от уме-
ренного (+++) до хорошего (++++). От мелкого 
рогатого скота: у одного – на 5 баллов (+++++) – 
обильный рост и три изолята характеризовались 

умеренной активностью роста – на 3 балла (+++).
Таким образом, в результате проведённого 

опыта было выявлено 12 изолятов, проявляющих 
повышенную целлюлозлитическую активность, 
что указывает на перспективу применения ЦЛМО 
для увеличения конверсии основных кормов, что 
позволит в перспективе уменьшить затраты корма 
на производство единицы животноводческой про-
дукции.
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