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в ПроцеССе Получения клеточной маССЫ
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цель исследования – оптимизация условий глубинного периодического культивирования и состава пита-
тельной среды для получения клеточной массы штаммов Yersinia pseudotuberculosis, применяемой в качестве ад-
сорбента при производстве чумных диагностических иммуноглобулинов. материалы и методы. использовали 
штаммы-адсорбенты Y. pseudotuberculosis 6, 31, 68, 69, 70, относящиеся к V, I, III, IV, V серотипам соответственно, 
полученные из государственной коллекции патогенных бактерий Фкуз роснипчи «микроб». процесс культи-
вирования осуществляли на шейкере-инкубаторе, лабораторном и пилотном ферментерах с варьированием усло-
вий процесса, различными вариантами подкормок и питательных сред. результаты и обсуждение. в ходе работы 
определены оптимальные параметры периодического глубинного культивирования. установлено, что наиболь-
ший выход биомассы обеспечивает комбинация «питательная среда – углеродный субстрат» в виде бульона на 
основе ферментативного гидролизата фибрина с внесением в качестве субстратной подкормки галактозы. при 
этом морфология и иммунохимические свойства микробных клеток, полученных при оптимизированном про-
цессе, не отличались от таковых при контрольном. проведен процесс оптимизации условий получения клеточной 
массы Y. pseudotuberculosis с последующим масштабированием. 
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Abstract. Objective of the study was to optimize the conditions of submerged recurrent cultivation and the compo-
sition of the nutrient medium for obtaining the cell mass of Yersinia pseudotuberculosis strains, used as an adsorbent 
in the preparation of diagnostic plague immunoglobulins. Materials and methods. We utilized Y. pseudotuberculosis 
adsorbent strains 6; 31; 68; 69; and 70 belonging to V, I, III, IV, and V serotypes, respectively, received from the State 
Collection of Pathogenic Bacteria at the premises of the RusRAPI “Microbe”. The cultivation process was carried out on 
an incubator-shaker, laboratory and pilot fermenters with variation of the process parameters, different options for feed-
ing and nutrient media. Results and discussion. In the course of work, the optimal parameters of recurring submerged 
cultivation have been established. It was found that the highest biomass yield is provided by a combination of a nutrient 
medium – a carbon substrate in the form of a broth, based on an enzymatic fibrin hydrolysate, with the addition of galac-
tose as a substrate feeding. Thereat, the morphology and immunochemical properties of microbial cells obtained through 
modified preparation process do not differ from those produced in the control run. The optimization of the parameters for 
Y. pseudotuberculosis cell mass cultivation with subsequent upscaling has been performed. 

Key words: Yersinia pseudotuberculosis, recurrent submerged cultivation, enzymatic fibrin hydrolyzate, galactose, 
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на сегодняшний день в лабораторной диагно-
стике возбудителя чумы применяются «иммуно-
глобулины диагностические флуоресцирующие 
чумные адсорбированные лошадиные сухие» и 

«иммуноглобулины диагностические чумные ад-
сорбированные лошадиные для реакции агглютина-
ции на стекле» производства роснипчи «микроб» 
(саратов) [1]. одной из стадий производства имму-
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ноглобулинов диагностических чумных лошадиных 
(идчл) является проведение сорбции перекрестно-
реагирующих антител по методу кастеллани [2]. 
данный этап проводится с использованием бактери-
альных клеток штаммов-адсорбентов, в частности 
Yersinia pseudotuberculosis. 

в настоящее время получение биомассы 
Y. pseudotuberculosis проводят в условиях периоди-
ческого глубинного культивирования с использова-
нием среды на основе ферментативного гидролизата 
казеина с дозированным добавлением субстратной 
подкормки в виде раствора глюкозы. одной из пер-
спективных производственных питательных сред 
является среда на основе панкреатического гидро-
лизата фибрина (ФгФ), полученного из отхода про-
изводства гетерологичного антирабического имму-
ноглобулина, согласно патенту RU 2425866 C1 [3]. 
в институте «микроб» разработаны и апробирова-
ны питательные среды на основе ФгФ для глубин-
ного культивирования Vibrio cholerae и Francisella 
tularensis [4, 5]. использование ФгФ в производ-
ственной практике получения штаммов-адсорбентов 
Y. pseudotuberculosis позволяет сократить расходы 
при получении клеточной массы, что в конечном ито-
ге может значимо отразиться на себестоимости пре-
парата. внесение в питательную среду ряда веществ, 
в частности углеродного субстрата, также позволя-
ет увеличить выход клеточной массы. так, согласно 
результатам ряда авторов, использование галактозы 
при культивировании штаммов Y. pseudotubercu-
losis способствует активному приросту клеточной 
массы [6]. исходя из вышесказанного, актуальным 
является подбор оптимальных сред и условий куль-
тивирования с целью увеличения выхода клеточной 
массы Y. pseudotuberculosis. 

цель данной работы – оптимизация условий 
культивирования и состава питательной среды для 
получения клеточной массы штаммов-адсорбентов 
Y. pseudotuberculosis. 

материалы и методы

в работе использовались штаммы-адсорбенты 
Y. pseudotuberculosis 6, 31, 68, 69, 70, относящиеся к 
V, I, III, IV, V серотипам соответственно. Штаммы 
получены из государственной коллекции патоген-
ных бактерий Фкуз роснипчи «микроб».

сахаролитическую активность штаммов оцени-
вали на пестром ряде гисса с использованием раз-
личных вариантов углеродных субстратов: араби-
нозы, ксилозы, галактозы, глюкозы, маннозы, рам-
нозы, раффинозы, мальтозы, маннита, глицерина. 
для оценки влияния углеродных субстратов на рост 
Y. pseudotuberculosis использовалась минимальная 
среда м9 [7]. в качестве полноценных эксперимен-
тальных сред применялись среды на основе: ФгФ, 
панкреатического гидролизата рыбной муки (пгрм) 
и панкреатического гидролизата казеина (пгк) про-
изводства Фбун «государственный научный центр 

прикладной микробиологии и биотехнологии» 
(оболенск). содержание аминного азота в полно-
ценных средах доводили до 0,1 %, водородный по-
казатель – до 7,4. в качестве плотной питательной 
среды использовали агар хоттингера pH 7,2.

для глубинного культивирования штаммов 
Y. pseudotuberculosis использовали термостатируе-
мый шейкер-инкубатор, лабораторный и пилотный 
ферментеры с общими объемами 1,5 и 70 л соответ-
ственно. в условиях шейкера-инкубатора культиви-
рование проводили на колбах эрленмейера объемом 
250 мл с внесением 25 мл среды в течение 24 ч при 
130 об/мин и поддержанием температуры 28 °с. 
выращивание на лабораторном и пилотном фермен-
терах осуществляли с автоматическим контролем 
ключевых параметров: температура 28 °с, содер-
жание растворенного кислорода в культуральной 
жидкости поддерживали на уровне (40±5) %, pH пи-
тательной среды поддерживали добавлением 10 % 
раствора NaOH. 

для вариантов культивирования в условиях 
шейкера-инкубатора и лабораторного ферментера 
инокулят готовили путем смыва двухсуточной куль-
туры с плотной среды 0,9 % раствором NaCl, посев-
ная доза составляла 2 % от объема культивирования. 
для пилотного ферментера использовали суточную 
бульонную культуру в размере 10 % от объема куль-
тивирования.

после окончания выращивания инактивацию 
культуры проводили: а) при объемах до 1 л путем 
нагрева культуральной жидкости до 100 °C с под-
держанием заданной температуры в течение 30 мин; 
б) в условиях пилотного ферментера после прогрева 
дополнительно вносили в культуральную жидкость 
формалин до конечной концентрации 0,6 % с после-
дующей экспозицией длительностью 18 ч. осадок 
клеточной массы штаммов-адсорбентов отделяли 
центрифугированием на лабораторной центрифу-
ге в течение 15 мин при 10000 об/мин, на проточ-
ной центрифуге – со скоростью подачи 10 л/ч при 
20000 об/мин. 

концентрацию микробных клеток в культураль-
ной жидкости определяли турбидиметрически при 
длине волны 540 нм. при культивировании на ла-
бораторном ферментере рост культуры контролиро-
вали в режиме реального времени при длине волны 
600 нм в проточной ячейке.

микробиологическую чистоту культуры кон-
тролировали путем высева на плотную среду и 
микроскопией мазков, окрашенных по граму. 
иммунохимическую активность полученной кле-
точной массы контролировали следующими мето-
дами: реакция агглютинации на стекле (с приме-
нением иммуноглобулинов диагностических псев-
дотуберкулезных адсорбированных лошадиных 
для реакции агглютинации на стекле производства 
роснипчи «микроб») и методом флуоресцирую-
щих антител (с использованием иммуноглобулинов 
диагностических флуоресцирующих псевдотуберку-
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лезных адсорбированных лошадиных производства 
роснипчи «микроб»). все этапы работы выполня-
лись в соответствии с сп 1.3.2322-08 «безопасность 
работы с микроорганизмами III–IV групп патоген-
ности (опасности) и возбудителями паразитарных 
болезней».

расчет удельной скорости роста (μ) определяли 
согласно общепринятой методике [8]. статистиче-
ский анализ проводили с использованием пакета 
Microsoft Exсel 2010. выявление статистической зна-
чимости различий результатов производили методом 
двухфакторного дисперсионного анализа (two-way 
ANOVA), для апостериорного анализа применя-
ли метод множественного сравнения тьюки (Tukey 
HSD test) [9]. в качестве пограничного уровня стати-
стической значимости принимали значение ρ≤0,05. 
кривые линии роста культуры строили с величиной 
достоверности аппроксимации R2≥0,95.

результаты и обсуждение

на первом этапе проводили определение са-
харолитической активности изучаемых штаммов. 
ключевым аспектом выбора углеродного субстрата 
для использования в дальнейшем исследовании ста-
ла обязательная его ферментация всеми штаммами. 
так, маннит не ферментировался штаммом Y. pseudo-
tuberculosis 70, а раффиноза – штаммами Y. pseudotu-
berculosis 6, 31, 70, поэтому данные углеродные суб-
страты исключались из дальнейших экспериментов. 
культивирование с применением остальных вариан-
тов сахаров и спиртов показало изменение цвета ин-
дикатора среды для всех штаммов, что говорит об их 
успешной ферментации. полученные результаты со-
гласуются с данными, представленными в литерату-
ре [10, 11]. кроме того, отмечено сильное изменение 
цвета индикатора в вариантах с глюкозой и маннозой 
для всех штаммов, что указывает на наибольшее из-
менение водородного показателя среды в ходе роста 
культуры. использование в качестве углеродного 
субстрата арабинозы, ксилозы, галактозы, мальтозы, 
рамнозы, глицерина не показало значительного из-
менения pH среды.

следующий этап работы заключался в опреде-
лении влияния отобранных вариантов углеродных 
субстратов на конечный прирост биомассы штаммов-
адсорбентов Y. pseudotuberculosis. для оценки влия-
ния углеродного субстрата с параллельным нивели-
рованием воздействия компонентов среды на рост 
изучаемой культуры использовалась минимальная 
среда м9. Штаммы Y. pseudotuberculosis в условиях 
малообъемного культивирования выращивали в те-
чение 24 ч в шейкере-инкубаторе на минимальной 
среде с добавлением соответствующего варианта 
субстратной подкормки до конечной концентра-
ции 1,2 мг/мл. в качестве контроля использовалась 
минимальная среда без внесения субстратной под-
кормки. так как при использовании в качестве суб-
стратной подкормки маннозы, рамнозы, арабинозы, 
мальтозы не выявлен рост, отличный от контроля, 
для всех исследуемых штаммов, результаты, полу-
ченные при культивировании на данных углерод-
ных субстратах, не принимались в расчет. на рис. 1 
представлены результаты влияния различных вари-
антов субстратной подкормки на прирост биомассы 
Y. pseudotuberculosis 6, 31, 68, 69, 70. 

значение критерия Фишера, полученное нами 
при использовании различных вариантов субстрат-
ных подкормок, превысило критическое значение 
Fэксп=11,53>Fкрит.=3,00, что говорит о влиянии суб-
стратной подкормки на прирост биомассы. степень 
влияния субстратной подкормки на количественный 
прирост биомассы оценивалась в 60,11 %. попарные 
сравнения средних значений по выборкам отдельных 
углеродных субстратов согласно методу тьюки по-
казали, что варианты культивирования на различных 
углеродных субстратах статистически отличались от 
контрольного варианта. таким образом, прирост био-
массы относительно контроля составил для ксилозы 
(44,0±8,81) %, галактозы – (48,0±5,4) %, глюкозы и 
глицерина – (50,0±5,0) и (32,4±9,5) % соответствен-
но. вариант штамма не оказывал статистически зна-
чимого влияния на прирост биомассы.

следующий этап исследования заключал-
ся в подборе полноценной питательной среды 
для максимального прироста биомассы штаммов 

рис. 1. влияние углеродного субстрата на при-
рост биомассы штаммов Y. pseudotuberculosis 
при культивировании на минимальной среде в 
условиях шейкера-инкубатора: 
цветом столбца обозначен вариант углеродного суб-
страта: желтый – ксилоза, красный – галактоза, зеле-
ный – глюкоза, фиолетовый – глицерин, синий – кон-
троль. ось ординат: концентрация ×109 м.к./мл. ось 
абсцисс: культивируемые штаммы Y. pseudotuberculo-
sis 6, 31, 68, 69, 70

Fig. 1. Effect of the carbon substrate on the bio-
mass growth of Y. pseudotuberculosis strains when 
cultivated on a minimal medium in a shaker-incu-
bator: 
The color of the column indicates the variant of the car-
bon substrate: yellow – xylose, red – galactose, green – 
glucose, violet – glycerin, blue – control. Y-axis: con-
centration ×109 m.c./ml. X-axis: cultivated strains of 
Y. pseudotuberculosis 6, 31, 68, 69, 70
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Y. pseudotuberculosis. культивирование проводилось 
качалочным методом, по аналогии с предыдущим 
этапом. исследовались два варианта полноценных 
питательных сред на основе пгрм и ФгФ. среда 
на основе пгк принята в качестве контрольной. 
согласно полученным результатам, тип полноценной 
питательной среды оказывал статистически значимое 
влияние на прирост биомассы, Fэксп=16,15>Fкрит.=4,46. 
степень влияния фактора составила 65,05 %. как 
и на предыдущем этапе, вариант штамма не ока-
зывал статистически значимого влияния на увели-
чение концентрации микробных клеток штаммов-
адсорбентов. применение в качестве полноценных 
питательных сред пгрм и ФгФ дает больший при-
рост биомассы, чем культивирование на пгк. пгрм 
показал средний прирост биомассы относительно 
контроля (10,20±6,48) %, а ФгФ – (26,14±1,95) %. 
полученные данные указывают на то, что наиболее 
перспективной полноценной питательной средой для 
наработки бактериальной массы штаммов Y. pseudo-
tuberculosis является ФгФ. 

опираясь на полученные результаты, проводи-
ли эксперимент по культивированию на среде ФгФ 
с внесением различных вариантов углеродных суб-
стратов. в качестве контроля использовали ФгФ без 
внесения субстратной подкормки. результаты пред-
ставлены на рис. 2.

при культивировании на ФгФ внесение углерод-
ного субстрата оказывало статистически значимое 
влияние на прирост биомассы, Fэксп=9,76>Fкрит=3,00. 
степень влияния типа субстратной подкормки на 
прирост биомассы составила 60,97 %, что аналогич-
но результату, полученному при внесении углерод-
ного субстрата на минимальной среде. это указы-
вает на отсутствие межфакторного взаимодействия 
по типу «среда – углеродный субстрат». средний 
прирост биомассы относительно контроля составил 
для ксилозы (25,5±6,3) %, галактозы – (43,4±8,9) %, 
глюкозы и глицерина – (25,3±5,7) и (23,6±3,2) % со-
ответственно. 

с целью анализа влияния субстратной подкорм-
ки на кинетику роста Y. pseudotuberculosis проводили 
культивирование в условиях лабораторного фермен-
тера. так как в ходе предыдущих исследований уста-
новлено, что вариант штамма не влияет на прирост 
биомассы, в качестве модельного объекта в дальней-
шей работе использовали Y. pseudotuberculosis 68. 
высокая схожесть штаммов Y. pseudotuberculosis 
подтверждается литературными данными [10, 11]. 
исследуемые образцы: ФгФ + субстратная подкорм-
ка, контроль – ФгФ. субстратную подкормку вноси-
ли дозированно со второго по шестой час культиви-
рования. результаты культивирования представлены 
на рис. 3.

рис. 2. влияние углеродного субстрата на при-
рост биомассы штаммов Y. pseudotuberculosis 
при культивировании на питательной среде на 
основе ФгФ в условиях шейкера-инкубатора: 
цветом столбца обозначен вариант углеродного суб-
страта: желтый – ксилоза, красный – галактоза, зеле-
ный – глюкоза, фиолетовый – глицерин, синий – кон-
троль. ось ординат: концентрация ×109 м.к./мл. ось 
абсцисс: культивируемые штаммы Y. pseudotuberculo-
sis 6, 31, 68, 69, 70

Fig. 2. Effect of carbon substrate on biomass growth 
of Y. pseudotuberculosis strains during cultivation 
on a nutrient medium based on enzymatic fibrin hy-
drolyzate under shaker-incubator conditions: 
The color of the column indicates the variant of the carbon 
substrate: yellow – xylose, red – galactose, green – glu-
cose, violet – glycerin, blue – control. Y-axis: concentra-
tion ×109 m.c./ml. X-axis: cultivated strains of Y. pseudo-
tuberculosis 6, 31, 68, 69, 70

рис. 3. влияние углеродного субстрата на дина-
мику роста Y. pseudotuberculosis 68 при культи-
вировании в условиях лабораторного фермен-
тера на питательной среде на основе ФгФ: 
цветом кривой обозначен вариант углеродного суб-
страта: желтый – ксилоза, красный – галактоза, зеле-
ный – глюкоза, фиолетовый – глицерин, синий – кон-
троль. ось ординат: значения оптической плотности 
600 нм. ось абсцисс: время от начала культивирова-
ния, чч:мм

Fig. 3. Impact of carbon substrate on the dynam-
ics of growth of Y. pseudotuberculosis 68 when 
cultivated in a laboratory fermenter on a nutrient 
medium based on enzymatic fibrin hydrolyzate:
The color of the curve indicates the variant of the carbon 
substrate: yellow – xylose, red – galactose, green – 
glucose, violet – glycerin, blue – control. Y-axis: absor-
bance values of 600 nm. X-axis: elapsed time from the 
beginning of cultivation, hh:mm
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культивирование осуществляли до момента вы-
хода на стационарную фазу, которую обнаруживали 
по скачкообразному изменению оптической плотно-
сти микробной суспензии. 

наибольший конечный прирост биомассы отно-
сительно контроля отмечен в варианте культивирова-
ния с галактозой – (62,2±8,4) %. схожие результаты 
получены при культивировании с использованием 
в качестве углеродного субстрата ксилозы, прирост 
составил (49,9±5,1) %. внесение глюкозы и глицери-
на в культуральную среду обеспечило относительно 
равные показатели прироста микробной биомассы – 
(20,1±6,0) и (15,7±3,4) % соответственно. 

длительность лаг-фазы во всех вариантах оказа-
лась приблизительно одинаковой (≈1,5 ч от момента 
начала культивирования). больший конечный при-
рост биомассы при дозированном внесении раствора 
галактозы, по-видимому, связан с продолжительной 
(≈7 ч) фазой экспоненциального роста, в то время 
как использование других углеродных субстратов 
отличалось меньшей длительностью (≈5,5 ч) анало-
гичной фазы. 

темпы прироста биомассы в период экспонен-
циальной фазы при внесении углеродных субстратов 
были выше, чем в контрольном варианте. удельная 
скорость роста в экспоненциальной фазе при ис-
пользовании в качестве углеродных субстратов га-
лактозы, глюкозы, ксилозы, глицерина составила 
(0,34,±0,02), (0,35±0,02), (0,32±0,02), (0,21±0,06) ч–1 
соответственно. удельная скорость роста в контроль-
ном варианте – (0,19±0,02) ч–1.

при масштабировании процесса получения 
штаммов-адсорбентов выход за пределы оптималь-
ных значений водородного показателя среды может 
значительно ингибировать процесс роста культуры, 
что негативным образом сказывается на конечном 
выходе продукта. кроме того, согласно литератур-
ным данным, при значительных сдвигах pH среды 
возможно изменение антигенного состава клетки [8]. 
в свою очередь изменение антигенного состава  
микроорганизма недопустимо при получении 
штаммов-адсорбентов. оптимальные значения 
концентрации водородных ионов для размноже-

ния Y. pseudotuberculosis лежат в диапазоне pH 6,6–
7,8 [11]. в процессе периодического глубинного 
культивирования отмечено изменение значения pH, 
которое зависело от типа субстратной подкормки. 
так, добавление глюкозы в культуральную жидкость 
приводило к постепенному снижению значения во-
дородного показателя, вплоть до экстремальных 
(<6,0 pH) значений. при использовании в качестве 
субстратной подкормки глицерина pH снижался до 
(6,6±0,05). при внесении галактозы и ксилозы че-
рез 1 ч после начала подкормки происходило слабое 
снижение pH до (7,1±0,05), затем водородный пока-
затель среды повышался до (7,8±0,05), чему соответ-
ствовал активный прирост биомассы.

в условиях глубинного культивирования аэроб-
ных микроорганизмов большое значение приобре-
тает поддержание оптимальной концентрации рас-
творенного кислорода в среде. в ходе работы эмпи-
рическим путем установлено, что оптимальный уро-
вень содержания растворенного кислорода в среде 
составляет (40±5) %. поддержание более высоких 
значений кислорода в среде связано со значитель-
ным увеличением числа оборотов мешалки и степе-
ни аэрирования, что приводит к сильному пенообра-
зованию. кроме того, высокая насыщенность кисло-
родом приводит к ингибированию роста культуры, 
что, вероятно, связано с накоплением перекисных 
соединений клетками [8].

на основе полученных результатов проведе-
но масштабирование процессов культивирования 
штаммов-адсорбентов Y. pseudotuberculosis. при ме-
нялись следующие комбинации питательных сред и 
углеродных субстратов: оптимизированный вариант – 
ферментативный гидролизат фибрина с внесением 
галактозы (ФгФ+галактоза), контрольный вариант 
(применяемый в производственном цик ле) – панкреа-
тический гидролизат казеина с внесением глюкозы 
(пгк+глюкоза). в качестве модельного штамма ис-
пользован Y. pseudotuberculosis 68. культивирование 
проводили на пилотном ферментере с поддержанием 
уровня кислорода (40±5) %, pH (7,2±0,2), при темпе-
ратуре 28 °с до момента выхода на стационарную 
фазу. кривые роста представлены на рис. 4.

рис. 4. влияние варианта среда + углеродный 
субстрат на динамику роста Y. pseudotuberculo-
sis 68 при культивировании в условиях пилот-
ного ферментера: 
цветом кривой обозначен вариант питательной сре-
ды + углеродный субстрат: красный – ФгФ+галактоза, 
синий – пгк+глюкоза. ось ординат: концентра-
ция ×109 м.к./мл. ось абсцисс: время от начала куль-
тивирования, чч:мм

Fig. 4. Impact of the medium + carbon substrate 
option on the growth dynamics of Y. pseudotuber-
culosis 68 when cultivated under the conditions of 
a pilot fermenter: 
The color of the curve indicates the variant of the nutrient 
medium + carbon substrate: red – enzymatic hydrolysate 
of fibrin + galactose, blue – pancreatic hydrolysate of ca-
sein + glucose. Y-axis: concentration ×109 mc/ml. X-axis: 
elapsed time from the beginning of cultivation, hh:mm
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прирост биомассы при выращивании на ги-
дролизате фибрина с внесением галактозы выше 
контрольного варианта на (0,65±0,05) ч–1. лаг-фаза 
и в первом, и во втором варианте культивирования 
была равной по длительности (≈4,5 ч). Фаза экспо-
ненциального роста в контрольном варианте была 
менее продолжительной (≈4,5 ч), чем в оптими-
зированном варианте (≈5,5 ч). удельная скорость 
роста в данные временные промежутки составила 
(0,26±0,01) и (0,33±0,01) ч–1 соответственно. выход 
клеточной массы на единицу объема среды составил 
(5,25±0,24) мг/мл для контроля и (15,13±0,19) мг/мл  
для оптимизированного варианта. морфология и 
иммунохимические свойства микробных клеток, 
полученных при оптимизированном и контрольном 
процессах, не различались между собой. 

таким образом, для увеличения выхода клеточ-
ной массы штаммов Y. pseudotuberculosis, исполь-
зуемых для получения чумных диагностических 
иммуноглобулинов, экспериментально доказана воз-
можность применения питательной среды на основе 
ферментативного гидролизата фибрина с внесением 
в качестве субстратной подкормки галактозы.
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