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Аннотация. В статье представлены результаты экспериментальных исследований по изучению 
эффективности применения пробиотических штаммов рода Bacillus при дефиците меди у живот-
ных (на примере крыс). В качестве пробиотического агента были использованы бактерии рода Ba-
cillus: «Ветом 2» (штамм B. subtilis 7048 и штамм B. licheniformis 7038) и «Споробактерин» (штамм 
B. subtilis 534). Регулирующим фактором избыточной концентрации ионов меди в эксперименте 
выступил CuSO4×5H2O, создающий высокие концентрации элемента в питательном субстрате. 
Оценка эффективности применения полученных биологически активных соединений проводилась 
с использованием атомно-адсорбционной спектрофотометрии, в качестве биологических образцов 
использовали кожный покров, мышечную и костную ткани. Полученные данные свидетельствуют 
о высоком потенциале применения пробиотических препаратов, позволяющих стимулировать 
накопление меди в организме. Так, в образцах опытных групп концентрация исследуемого элемен-
та превышала значения группы контроля с низким содержанием меди в рационе на 98,61 %, 
108,33 %, и 81,94 % в конце исследования. На основании оценки уровня аланинаминотранферазы 
(АЛТ), аспартатаминотрансферазы (АСТ) и щелочной фосфатазы в сыворотке крови установлено 
отсутствие патологического влияния тестируемых соединений на гепатоциты, о чём свидетель-
ствует динамика исследуемых показателей в пределах референтных значений на протяжении всего 
эксперимента.  
Ключевые слова: животные, крысы, кормление, медь, пробиотические препараты, бактерии рода 
Bacillus, минералдефицитные состояния. 
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Summary. The article presents the results of experimental studies on the effective use of Bacillus probi-
otic strains of animals with copper deficiency (for example, rats). Bacillus bacteria: Vetom 2 (B. subtilis 
7048 strain and B. licheniformis 7038 strain) and Sporobacterin (B. subtilis 534 strain) were used as a 
probiotic agent. CuSO4 × 5H2O, which creates high element concentrations in nutrient substrate, acted as a 
regulatory factor for the excess concentration of copper ions in the experiment. The effectiveness of use of 
the obtained biologically active compounds was evaluated using atomic absorption spectrophotometry; 
skin, muscle and bone tissue were used as biological samples. The obtained data indicate a high potential 
for the use of probiotic drugs, which can stimulate the accumulation of copper in the body. So, in the sam-
ples of the experimental groups, the concentration of the test element exceeded the control group with a 
low copper content in the diet by 98.61%, 108.33%, and 81.94% at the end of the study. Based on the as-
sessment of the level of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and alkaline 
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phosphatase in blood serum, there was no pathological effect of the tested compounds on hepatocytes, as 
evidenced by the dynamics of the studied parameters within the reference values throughout the experi-
ment. 
Key words: animals, rats, feeding, copper, probiotic preparations, bacteria of Bacillus genus, mineral de-
ficiency states. 
 

Введение.  
Микроэлементы являются необходимыми питательными веществами для каждой живой 

клетки организма человека. В настоящее время в организме человека и животных обнаружено по-
рядка 80 химических элементов, при этом все они в той или иной степени участвуют в процессах 
жизнедеятельности. По содержанию в организме элементы делятся на макроэлементы (О, H, C, N, 
K, Mg, Fe, Na, K, Ca, S, Cl, P, I, Si, F), микроэлементы и ультрамикроэлементы (Fe, Zn, Cu, Mn, Se, 
V, Ni, Cr, Sn, Mo и др). Они необходимы для баланса жидкости, развития крови и костей, поддер-
жания здоровой нервной системы и регулирования мышц, включая сердечные мышцы. Они участ-
вуют во всех ферментных реакциях в организме и помогают в усвоении и использовании витами-
нов и других питательных веществ. Организм человека требует разных количеств каждого минера-
ла, чтобы оставаться здоровым. Конкретные потребности указаны в рекомендуемых суточных 
нормах питания (Скальный А.В., 2016).  

Дефицит минералов или минеральная недостаточность в организме человека и животных 
ведёт к снижению биологического потенциала и развитию патологических состояний, некоторые 
из которых приводят к летальному исходу. Развитие дефицитных состояний может возникать 
вследствие геохимической характеристики территории (дефицитные состояния и избыточное со-
держание элементов-антагонистов) и несбалансированного питания (Безлер Ж.А., 2009).  

Медь является эссенциальным микроэлементом, участвующим во многих ферментных ре-
акциях. Признаки дефицита меди могут включать анемию, диарею, слабость, плохую дыхательную 
функцию, облысение, кожные раны и повышенный уровень липидов в крови (Waihung Lo et al., 
2003). 

Своевременное выявление и купирование нарушений обмена меди, позволит на практике 
реализовать персонализированный подход к профилактике и лечению многих заболеваний. Обес-
печение адекватного потребления основных питательных веществ посредством сбалансированной 
диеты и добавок – лучший способ предотвратить дефицит минералов (Парахонский А.П., 2015). 

В настоящий момент существует огромное количество препаратов, биологически активных 
добавок по восстановлению дисбаланса меди, нами предлагается исследование возможности вос-
полнения дефицита меди с помощью пробиотических штаммов. Выбор пробиотических штаммов 
связан с возможностью бактерии рода Bacillus накапливать ионы металлов (Sizentsov AN et al., 
2018). Это может использоваться в регуляции элементного статуса организма животных и человека 
при включении в рацион пробиотических препаратов на основе бактерий рода Bacillus (Sizentsov AN et al., 
2019; Khanafari A et al., 2008). 

 
Цель исследования. 
Установить влияние пробиотических штаммов рода Bacillus на биохимические показатели 

крови животных на фоне медьдефицитного рациона. 
 
Материалы и методы исследования.  
Объект исследования. Пробиотические штаммы: B. subtilis 10643 и B. licheniformis 10642 

(«Ветом 2»), производитель препарата – НПФ «Исследовательский центр» ООО (Россия), 
B. subtilis 534 («Споробактерин», производитель препарата – Бакорен, (Россия).  

Крысы линии Wistar в количестве 120 голов.  
Обслуживание животных и экспериментальные исследования были выполнены в соответ-

ствии с инструкциями и рекомендациями Russian Regulations,1987 (Order No. 755 on 12.08.1977 the 
USSR Ministry of Health) and «The Guide for Care and Use of Laboratory Animals (National Academy 
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Press Washington. D.C. 1996). При выполнении исследований были предприняты усилия, чтобы 
свести к минимуму страдания животных и уменьшения количества образцов. 

Схема эксперимента.  
Схема эксперимента представлена в таблицах 1, 2. В качестве источника меди – сульфат 

меди (CuSO4 ×5H2O). 
 

Таблица 1. Порядок приготовления препарата 
Table 1. Drug preparation procedure 

 
Соли металлов/ 

Metal salts 
Исследуемые концентрации, 

ммоль/мл/ The studied 
concentration, mmol / ml 

Пробиотические спороборазующие 
штаммы Bacillus/ Probiotic  

spore-forming strains of Bacillus Катион
/Cation 

Анион/ 
Anion 

Cu 
SO4 от 1 до 0,00125/from 1 to 

0.00125 

B. subtilis ВКПМ В 7048, 
B. licheniformis ВКПМ В 7038 
B. subtilis 534 

(CH3COO)2 
Cl2 
1 2 

Оценка биотоксичности исследуемых химических соединений меди в отношении изучаемых 
микроорганизмов/ Assessment of biotoxicity of the studied chemical compounds of copper in  

relation to the studied microorganisms 

Определение МПК 
солей металлов/ De-
termination of MIC of 
metal salts 

Использовался диффузионный метод агаровых лунок, который совмещает 
в своей структуре два метода: метод лунок в агаровом слое и серийных 
разведений, данная методика является не только качественной, но и коли-
чественной оценкой биотоксичности исследуемых химических соедине-
ний (получение рабочей концентрации солей, не оказывающих ингибиру-
ющего действия на рост исследуемых микроорганизмов)./The diffusion 
method of agar wells was used, it combines two methods in its structure: the 
method of wells in agar layer and serial dilutions; this method is not only a 
qualitative, but also a quantitative assessment of the biotoxicity of the studied 
chemical compounds (obtaining a working concentration of salts that do not 
have inhibitory effect on growth of the studied microorganisms). 

Оценка влияния ме-
таллов на рост тест-
организмов в перио-
дической культуре/ 
Assessment of the in-
fluence of metals on 
growth of test organ-
isms in discontinuous 
culture 

Оценку влияния металлов на рост изучаемых микроорганизмов и срок 
наступления фазы М концентрации роста осуществляли путём замера оп-
тической плотности (OD) бактериальной суспензии с интервалом в три 
часа, начиная с фонового исследования, и продолжали до получения трёх 
идентичных значений (необходимо для определения времени отбора био-
массы с максимальными концентрациями аккумулируемой меди)./The in-
fluence of metals on growth of the studied microorganisms and the period of the 
onset of phase M of growth concentration were assessed by measuring the opti-
cal density (OD) of bacterial suspension with an interval of three hours, starting 
from the background study, and continued until three identical values were ob-
tained (necessary to determine time of biomass extraction with maximum con-
centrations of accumulated copper). 

Оценка биоаккуму-
лирующих характе-
ристик тест-организ-
мов/ Evaluation of 
bioaccumulative char-
acteristics of test or-
ganisms 

Нами использовался атомно-абсорбционный метод, основанный на свой-
стве атомов химических элементов, формирующихся при распылении 
зольных растворов в пламя ацетилен-воздух, поглощать свет определён-
ной длины волны (определение меди в биомассе микроорганизмов)./ We 
used the atomic absorption method, based on the property of atoms of chemical 
elements that are formed by spraying ash solutions into an acetylene-air flame, 
to absorb light of a certain wavelength (determination of copper in biomass of 
microorganisms). 
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Продолжение  таблицы 1 
1 2 

Получение инакти-
вированной биомас-
сы с биодоступными 
соединениями меди/ 
Obtaining inactivated 
bio-mass with bioa-
vailable copper com-
pounds 

К жидкой питательной среде в объёме 400 мл добавляли соли металла в 
рабочих концентрациях и суспензию суточной культуры 1×109 КОЕ/мл 
исследуемого микроорганизма в концентрации 4 мл с последующим куль-
тивированием в течение 24 часов при температуре +37 °С. Биомассу отде-
ляли от супернатанта центрифугирование при 3000 об./мин в течение 10 минут  
с последующим удалением надосадочной жидкости. Полученную биомас-
су инактивировали автоклавированием в течение 40 минут. /Metal salts in 
working concentrations and a daily culture suspension of 1×109 CFU/ml of the 
studied microorganism at a concentration of 4 ml were added to a 400 ml liquid 
nutrient medium, followed by cultivation for 24 hours at a temperature of +37 °C. 
The biomass was separated from the supernatant by centrifugation at 3000 rpm 
for 10 minutes followed by removal of the supernatant. The resulting biomass 
was inactivated by autoclaving for 40 minutes.  

 
Таблица 2. Схема проведения экспериментальных исследований 

Table 2. Scheme of experimental studies 
 

1 этап – проведения экспериментальных исследований/Stage 1 – experimental research 
 Доза введения, 

мг/кг/Dose, 
mg/kg 

Контроль/
Control 

B. subtilis 
ВКПМ В 7048 

B. licheniformis 
ВКПМ В 7038 B.  subtilis 534 

Интактная 
группа*/Intact 
group* 

– 
К2 (n = 24) – – – 

Контроль**/ 
Control** 

– К1 (n = 24) – – – 

CuSO4** 0,04 – О1 (n = 24)*** О2 (n = 24)*** О3 (n = 24)*** 
Оценка эффективности применения препаратов-кандидатов для коррекции  

медьдефицитных состояний на основе пробиотических штаммов микроорганизмов/ Evaluation 
of effective use of candidate drugs for the correction of copper deficiency conditions based on  

probiotic strains of microorganisms  
1 2 

Исследование гематологиче-
ских, биохимических показа-
телей крови и показателей не-
специфического иммунитета 
сыворотки крови ****/ Study 
of hematological, biochemical 
blood indices and indicators of 
non-specific immunity of blood 
serum**** 

Гематологические (эритроциты, гемоглобин, скорость оседания 
эритроцитов, лейкоцитарный профиль) и биохимические (сахар, 
холестерин, мочевина, общий белок, АЛТ, АСТ, билирубин, креа-
тинин, щелочная фосфатаза) показатели. Показатели неспецифиче-
ского иммунитета (лизоцимная и -литическая активность сыво-
ротки крови)/ Hematological (erythrocytes, hemoglobin, erythrocyte 
sedimentation rate, leukocyte profile) and biochemical (sugar, cholester-
ol, urea, total protein, ALT, ACT, bilirubin, creatinine, alkaline phos-
phatase) indicators. Indicators of nonspecific immunity (lysozyme and 
-lytic activity of blood serum). 

Гистологическое исследование 
органов-мишеней****/ Histo-
logical examination of target or-
gans **** 

В качестве органов-мишеней нами выбраны селезёнка и печень, в 
связи с тем, что они более подвержены воздействиям тяжёлых ме-
таллов./ We have chosen spleen and liver as target organs, due to the 
fact that they are more susceptible to heavy metals. 
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Продолжение таблицы 2 
1 2 

Определение содержания ис-
следуемых металлов в тканях 
экспериментальных живот-
ных**** /Determination of the 
content of the studied metals in 
the tissues of experimental ani-
mals **** 

Результативность применения пробиотических штаммов осуществ-
лялась с использованием атомно-адсорбционной спектрофотомет-
рии («Формула ФМ 400», Россия). В качестве биологического ма-
териала исследования нами использовались кожный покров, мы-
шечная и костная ткани в количестве 5 г каждого из исследуемых 
образцов./ The effectiveness of the use of probiotic strains was carried 
out using atomic adsorption spectrophotometry (Formula FM 400, Rus-
sia). We used skin, muscle and bone tissue as the biological material of 
the study in an amount of 5 g of each of the studied samples. 

Примечание:  
* – животные находились на рационе (ГОСТ Р 50258-92) в соответствии правилам лабораторной 
практики при проведении доклинических исследований в Российской Федерации (ГОСТ Р 51000.3-
96 и Р 51000.4-96).   
** – животные находились на минералдефицитной диете, суточный рацион состоял из дистиллиро-
ванной воды и отваренного в течение 15 минут полированного риса с последующей промывкой ди-
стиллированной водой 
*** – пероральное введение препарата с первого по 10 день эксперимента 
**** – отбор исследуемых образцов проводился с интервалом в 5 суток (фоновое исследование, 5, 10 и 
15 день эксперимента). / 
Note: 
* - the animals were on the diet (GOST R 50258-92) in accordance with the rules of laboratory practice  for 
preclinical studies in the Russian Federation (GOST R 51000.3-96 and R 51000.4-96). 
** - the animals were on a mineral-deficient diet, the daily diet consisted of distilled water and polished rice 
boiled for 15 minutes, followed by washing with distilled water 
*** - oral administration of the drug from the first to the 10th day of the experiment 
**** - sampling was carried out with an interval of 5 days (background study, 5, 10 and 15 days of the ex-
periment). 

 
Полученную инактивированную биомассу пробиотических штаммов перед применением 

разводили дистиллированной водой в соотношении 1:2 и вводили в организм из расчёта 0,04 мг/кг 
массы тела животного.  

На 5,10, 15 сутки исследований проводился убой крыс под эфирным наркозом, с последу-
ющим формированием проб (костная, кожный покров, мышечная ткань).  

Оборудование и технические средства. Биохимические исследования сыворотки крови 
проводились на автоматическом анализаторе СS-T240 («DIRUI Industrial Co., Ltd», Китай) с ис-
пользованием коммерческих наборов для ветеринарии ДиаВетТест (Россия) и Randox Laboratories 
Limited (United Kingdom). 

Статистическая обработка. Статистический анализ проводили с помощью офисного про-
граммного комплекса «Microsoft Office» с применением программы «Excel» («Microsoft», США) с 
обработкой данных «Statistica 10.0» («Stat Soft Inc.», США). Полученные данные подвергали стати-
стической обработке с использованием t-критерия Стьюдента (Лакин Г.Ф., 1990). 

 
Результаты исследования.  
В ходе исследования установлено максимальное содержание меди в группе О2 в мышечной 

ткани по сравнению с контрольной группой К1 на 44,4 % (P≤0,05). Минимальные значения содер-
жания меди установлены в кожном покрове в группе О3 на 15 день исследования по сравнению с 
контролем на 38,8 % (P≤0,05) (рис. 1). 

Содержание животных на минералдефицитной диете в течение 20 дней снижало содержа-
ние меди в исследуемых тканях на 22,58 % по отношению к группе интактных животных. 
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Включение в рацион крыс пробиотических штаммов стимулирует увеличение концентрации 
меди во всех опытных группах в мышечной ткани на 15 день эксперимента на 98,61 %, 108,33 %, и 
81,94 % по отношению к группе К1, и на 53,76 %, 61,29 % и 40,86 % – при сравнении с группой К2. 

 
Рис. 1 - Динамика содержания меди в тканях экспериментальных животных. * – P≤0,05, ** - P≤0,01 
Figure 1 - The dynamics of copper content in the tissues of experimental animals. * – P≤0.05, ** - P≤0.01 

 
 
Оценка гепатотоксического действия оцениваемых препаратов установила, что АЛТ в 

группе контроля дефицита (К1) на 5, 10 и 15 дни эксперимента увеличилась на 11,5 %, 12,1 % и 13,5 % 
соответственно по отношению к фоновым значениям. Тогда как в опытной группе О2 на 5 день экспе-
римента установлено увеличение на 1,5 % (P≤0,5) с последующим снижением на 10 и 15 дни экс-
перимента (рис. 2).  

 
Рис. 2 - Количественные изменения аланинаминотрансферазы в крови лабораторных животных 
Figure 2 - Quantitative changes in alanine aminotransferase in blood of laboratory animals  

 
Аналогичная динамика была характерна для АСТ в группе К1 во все учётные периоды при 

сравнении с фоновыми значениями. Включение в медь дефицитный рацион B. licheniformis 7038 
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сопровождалось увеличением АСТ на 3,2 % (P≤0,05) на 10 день эксперимента, со снижением на 1,7 % 
(P≤0,05) в последующие периоды (рис. 3).  

 
Рис. 3 – Количественные изменения аспартатаминотрансферазы в крови  

                                  лабораторных животных  
Figure 3 – Quantitative changes in aspartate aminotransferase in blood of laboratory animals 

 
При исследовании щелочной фосфатазы у лабораторных животных было установлено, что 

применяемые препараты «Ветом 2» и «Споробактерин» не оказывают влияния на исследуемый по-
казатель на протяжении всего эксперимента. Достоверное увеличение значения наблюдается на 5-й 
день исследования в группе К1 на 2,6 % (P≤0,01) и на 15-й день эксперимента увеличение на 0,8 % 
(P≤0,05) (рис. 4). 

 
Рис. 4 – Количественные изменения щелочной фосфатазы в крови лабораторных животных  

Figure 4 – Quantitative changes in alkaline phosphatase in blood of laboratory animals  
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Обсуждение полученных результатов.  
Исследуемые нами пробиотические штаммы были выбраны, исходя из способности бакте-

рий рода Bacillus извлекать и аккумулировать ионы металлов. Их аккумуляция может осуществ-
ляться в два этапа (сорбция компонентами клеточной стенки и энергозависимое внутриклеточное 
накопление). В статье представлены результаты о возможности использования пробиотических 
штаммов в качестве стимуляторов всасывания меди в организм. Как уже говорилось ранее, бакте-
рии рода Bacillus инактивируют, тем самым они не могут акккумулировать металлы, но могут 
осуществлять доставку микроэлементов в ткани компонентами клеточной стенки. Тем более про-
биотики могут при дефицитных состояниях увеличить эндогенные потери за счёт вытеснения из 
депо меди и перераспределения его по органам и тканям.  

Применение пробиотиков позволяет увеличить концентрацию меди на 15 день эксперимен-
та на 98,61 %, 108,33 % и 81,94 % (группа О1, О2, О3) по отношению к группе контроля дефицитно-
го состояния, и на 53,76 %, 61,29 % и 40,86 % – по отношению к группе интактных животных. При 
этом наиболее перспективными штаммами для создания биологически активных медьсодержащих 
препаратов являются B. licheniformis 7038 и B. subtilis 7048.  

Ранее нами уже были получены данные по повышению содержания железа в организме 
животных. Получаемый комплекс «инактивированный штам+металл (медь)» позволяет создать в 
организме значительный запас меди (Климова Т.А. и др., 2019).  

Результаты биохимического исследования сыворотки крови свидетельствуют о незначи-
тельном увеличении показателей на 5 день эксперимента. Возможно, данное явление может быть 
обусловлено адаптационными механизмами организма лабораторных животных, вызванными вы-
сокими концентрациями исследуемого элемента в биодоступной форме и отсутствием токсично-
сти. Подтверждением гипотезы адаптации организма является снижение концентрации всех иссле-
дуемых показателей до значений группы интактных животных уже на 10 сутки эксперимента 
(Скальный А.В., 2016). 

 
Выводы.  
Резюмируя полученные результаты в экспериментах in vivo, следует отметить возможность 

использования пробиотических штаммов микроорганизмов в качестве механизма коррекции медь-
дефицитных состояний. 

Результаты биохимического исследования крови экспериментальных животных с целью 
оценки гепатотоксического действия исследуемых пробиотических препаратов на организм лабо-
раторных животных свидетельствуют об отсутствии негативного влияния на организм на протяже-
нии всего срока проведения эксперимента. 

Таким образом, в качестве возможных вариантов регуляции элементного статуса организма 
животных является использование пробиотических препаратов на основе продуктов жизнедея-
тельности представителей транзиторной микрофлоры с высокими сорбционными характеристика-
ми.  

 
Исследования выполнены при поддержке Областного гранта № 21 от 14.08.2019 года.  
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