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Abstract. The combined effects of the processing biomass concentration of Azotobacter chr. with water-solub-
le polymers for easier applying them long lifetime as biofertilizers for wheat by using the experimental design are 
presented. To concentrate the microorganisms Azotobacter chroococcum it was used water-soluble polymers, which 
lead to aggregation of biomass. The efficiency of flocculation is measured as percent decrease in turbidity (% CP). 
% PO - the decrease of optical density (at 600 nm) of the suspending medium after flocculation in comparison with 
the optical density of before flocculation. The experiments were carried out using a fermenter with 20 l capacity, as 
the reactor. All processing parameters were online monitored. Meaning of value of clarified layer optical density are 
closed to meaning of value of fugate optical density value (D=0,195), obtained by centrifuging of bacterial suspen-
sion at n=15000 ob/min for 30 min., to provide 99,5% purification of fugate from bacterial cells. For more efficient 
adaptation of Azotobacter chroococcum stains for wheat roots to develop better inoculation practices for use as 
biofertilizers and in restoration settings, and the results of measurements campaigns carried out in order to provide 
data about the optimization biofertilizers production. To determine the potential of high potency inoculants for wheat 
to overcome indigenous soil populations of less efficient organisms, and to contribute to significant improvement in 
crop yield where the soil already contains nitrogen-fixing bacteria. 

 
 

УДК 579.222 
 

ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОЦЕССА КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ  
БИОМАССЫ АЗОТФИКСИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ  
AZOTOBACTER CHROOCOCCUM ПОЛИМЕРНЫМИ 
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Ключевые слова: Azotobacter chroococcum, азотфиксирующие бактерии, почва, микроорганизмы, сре-
да, биоудобрения, инокулюм, брожение. 

Аннотация. В статье приводятся данные результатов исследований комбинированного эффекта кон-
центрирования биомассы микроорганизмов Azotobacter chr. водорастворимыми полимерами для применения 
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их как биоудобрений для пшеницы. Для концентрирования микроорганизмов Azotobacter chroococcum были 
использованы водорастворимые полимеры, которые приводят к аггрегированию биомассы. Эффективность 
флокуляции измеряют в виде процентного снижения помутнения (% СП). % СП – это снижение оптической 
плотности (при 600 нм) суспендирующей среды после флокуляции по сравнению с оптической плотностью 
до флокуляции. Эксперименты были проведены в ферментере объемом 20 л. Все параметры процесса были 
под мониторингом. Значение оптической плотности осветленного слоя были близки к значениям опти-
ческой плотности фугата (D = 0,195), полученный центрифугированием бактериальной суспензии при                     
n = 15000 об/мин в течение 30 мин, для получения 99,5% чистоты фугата от бактериальных клеток. 
Приведены результаты измерений, проведенных с целью получения данных об оптимизации производства 
биоудобрений, для более эффективной адаптации штаммов Azotobacter chroococcum к корням пшеницы с 
использованием в дальнейшем как биоудобрений необходимо разработать более эффективные методы ино-
куляции. Для этого необходимо определить более высокий потенциал инокулянтов для пшеницы по-сравне-
нию с менее эффективными коренными микроорганизмами почвы, а также способствовать значительному 
улучшению урожайности, где почва уже содержит азотфиксирующие бактерии. 

 
Загрязнение почв химическими удобрениями способствует большим проблемам окружающей 

среде и здоровью человека. Хи мические азотные удобрения разлагаются в нитраты и легко 
проникают в почву. Из-за водорастворимости и может оставаться в подземных водах длительное 
время, добавление соединений азота из года в год приводит к его накоплению. Избыток азота 
может вызвать респираторные заболевания, заболевания сердца, а также несколько видов рака, а 
также может "ингибировать рост культур, увеличение производства пыльцы аллергенных, и по-
тенциально влияют на динамику нескольких трансмиссивных заболеваний, таких как малярия и 
холера. Поэтому использование природных биоудобрений, которые содержат азотфиксирующие 
бактерии имеет большое практическое значение как природных азотфиксаторов для корней 
пшеницы. Одним из наиболее важных преимуществ использования биоудобрений является умень-
шенная необходимость использовать другие формы удобрений, многие из которых оказывают 
негативное воздействие на окружающую среду. Например, синтетические азотные удобрения, как 
известно, накапливаются в виде солей в почве после длительного использования, в результате чего 
почва менее плодородна с течением времени. Если биоудобрения являются эффективными для 
оздоровления почвы и растительной жизни, общая обстановка здоровее, так как качество воздуха и 
воды неразрывно связаны с качеством почвы. 

До сих пор методы, используемые для внесения биоудобрений, в любом случае вряд ли нано-
сят вред жизни растений или окружающей среды, но необходимо все-таки гарантировать, что они 
будут помогать. Это явно невыгодное положение по-сравнению с питательными веществами на 
основе удобрений, которые надежно обеспечивают количественные результаты. 

Причина этого кроется в многочисленных факторов, которые должны быть приведены в 
соответствие для микробов в биоудобрениях, чтобы быть эффективными для той цели, для кото-
рой они предусмотрены. 

Их эффективность является продуктом сложных химических и биологических взаимо-
действий, которые сами по себе подвергаются влиянию влаги, температуры, рН и других пара-
метров окружающей среды [1-19]. 

Если условия не являются правильными для микроорганизмов для размножения и жизне-
деятельности, их численность, скорее всего, иссякнет, и пользователь будет впустую тратить время 
и деньги на продукт, который не подходит для почвенных условий. 

Таким образом, разработка биоудобрения на основе клубеньковых штаммов, которые явля-
ются более эффективными, чем другие штаммы, является актуальной и перспективной. Вот 
причина, почему биоудобрения должны также надежно обеспечить количественные результаты. И 
исследование условий культивирования микроорганизмов для получения биоудобрений на основе 
Azotobacter chroococcum и производственных стратегий для всех типов почвы по-прежнему 
остается актуальной. Кроме того, важным является то, что микроорганизмы, используемые для 
производства бактериальных препаратов, способствуют снабжению растений не только элемен-
тами минерального питания, но и также физиологически-активными веществами [20]. 

Схема производства бактериальных удобрений также включает методы концентрирования 
биомасс из культуральной жидкости. Для этой цели широко используются различные поверх-
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ностно-активные вещества, обладающие флокулирующими свойствами. Таким образом, в данной 
работе были также исследованы процессы концентрирования биомассы микроорганизмов с 
использованием флокулянтов, основанных на водорастворимых полимерах. 

 
Материалы и методы исследования 

 
В качестве материала для экспериментов использованы штаммы азотфиксирующих микро-

организмов Azotobacter chroococcum. Для получения чистой культуры дикий штамм был выделен 
из почвы. Были использованы следующие ингредиенты: 1 кг почвы, 5 г суперфосфата, 1 столовая 
ложка мела, 200–250 г воды. Слой почвы был меньше, чем 10 см. Затем посуда с почвой, пере-
мешанной с ингредиентами, была накрыта бумагой и поставлена в теплое, темное место на не-
делю. Появление слизи на поверхности почвы свидетельствует о развитии бактерий Azotobacter. 

На твердую среду Эшби помещается 0,1 г изолированного слоя слизи из поверхности почвы с 
помощью петли. Морфологический анализ был проведен микроскопией. Бактерии рода Azoto-
bacter являются относительно большими (1–2 мм в диаметре), и овальной формы, но могут иметь 
разные формы – от сферической до палочкообразной. На микроскопических препаратах клетки 
могут располагаться одиночно, в парах, кластерах, и молодые формы имеют флагелу и способны 
медленно передвигаться. 

Питательная среда Эшби: маннит, гидрофосфат калия, гидратированный сульфат магния, 
сульфат калия, хлорид кальция, агар. 

Накопление культуры микроорганизмов поддерживается периодическим пересевом на 
свежую питательную среду. Пересев бактериальной культуры проводится 3-4 раза. Для получения 
сухого биологического препарата производится пересев на жидкую среду Федорова для накоп-
ления культуры. После центрифугирования жидкость отделяется от микроорганизмов. Затем 
полученная биомасса высушивается в сушильном шкафу. 

Жидкая среда Федорова содержит следующее: двухосновной гидрофосфат калия, гидро-
фосфат кальция, сульфат магния, сульфат калия, хлорид натрия, хлорид железа, карбонат кальция, 
меласса, смесь микроэлементов – 1 мл, рН 6,8–7,0.  

Для концентрирования микроорганизмов Azotobacter chroococcum были использованы 
водорастворимые полимеры, которые приводят к аггрегированию биомассы. Эффективность фло-
куляции измеряют в виде процентного снижения помутнения (% СП). % СП – это снижение 
оптической плотности (при 600 нм) суспендирующей среды после флокуляции по сравнению с 
оптической плотностью до флокуляции. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Проведение процесса флокуляции при температуре ниже 15 и выше 40 проводит к значи-

тельному снижению скорости образования и седиментации флокул, что характеризуется резким 
повышением оптической плотности осветленного слоя и снижением полноты седиментации 
биомассы.  

Проведение процесса при рН выше 7 приводит к эффективности флокуляции и снижению 
соосаждения, но снижение рН выше 3 могут вести к частичной денатурации белков и снижению 
качества готового продукта.  

Проведение процесса флокуляции при концентрации 0,5% приводит к стабилизации суспен-
зии бактериальных клеток, но при концентрации 0,01% флокуляции не происходит.  

Для обоснования выбранных условий границы уменьшаются графики зависимости оптичес-
кой плотности осветленного слоя надосадочной жидкости (D) и отношение высоты осветленного 
слоя к оптической плотности этого слоя (nос/D) от температуры и рН. 

Как видно из рисунка 1–4, эффективность флокуляции (ncl/D 300, D 0,4) достигается только в 
интервале температур 15–40 С и рН 3–7. 

Как флокулянт были использованы поликомплекс водорастворимого полимера на основе 
полистиренсульфоната с противоположно-заряженным поверхностно-активным веществом при 
концентрации полимера 0,03%.  
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Рисунок 1 – Зависимость относительной высоты 
осветленного слоя  

(эффективность параметров процесса флокуляции) от pH 
 

Рисунок 2 – Зависимость эффективности параметров 
процесса флокуляции от pH 

  

Рисунок 3 – Зависимость относительной высоты 
осветленного слоя (эффективность параметров процесса 
флокуляции) от температуры. Cфлок. = 0,035%, pH = 4,7 

Рисунок 4 – Зависимость эффективности  
параметров процесса флокуляции от температуры.  

Cфлок. = 0,035%, pH = 4,7 
 
Эффективность флокуляции была оценена по значению оптической плотности (D) освет-

ленного слоя супернатанта, относительной высоты осветленного слоя и полученного осадка и 
высоты осадка (hосв.). 

Через 30 минут после добавления флокулянта значение параметров достигает D = 0,197,                     
hосв. = 95%, hосв./D = 483. 

Таблица 1 содержит данные разные концентраций флокулянта, температуры, рН. 
 

Таблица 1 – Данные эффективности процесса флокуляции при различных концентрациях флокулянта, температуры, рН 
 

Пример 
Концентрация 

флокулянта, Cфлок., % 
t,  

oC 
pH 

Время осаждения t, 
мин 

Оптическая 
плотность, D 

hосв./D 

1 0,03 30 4,5 15 0,2 475 

2 0,01 15 3,0 30 0,31 308 

3 0,1 40 5,0 20 0,3 317 

4 0,5 25 7,0 25 0,32 297 

5 0,05 35 6,0 20 0,26 366 

6 0,005 45 7,5 50 9,3 – 

7 0,6 10 7,5 60 8,9 – 

Сравнение с известными 
флокулянтами из литературы 

0,12 60 4,7 60 0,29 328 

 
Как видно из примеров 1–5, в ряду всех исследований наблюдается эффективность флоку-

ляции и соосаждение бактериальной биомассы. Значение оптической плотности осветленного слоя 
близки к значениям оптической плотности фугата (D = 0,195), полученного центрифугированием 
бактериальной суспензии при n = 15 000 об/мин 30 мин., достигает 99,5% очистки фугата от 
бактериальных клеток. 
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Выводы. Проводить процесс флокуляции следует при температуре 25–30 С, который ведет к 
значительному повышению скорости образования и седиментации флокул, что характеризуется 
резким снижением оптической плотности осветленного слоя и повышением степени полноты 
седиментации биомассы. Проведение процесса при pH 5-6 повышает эффективность флокуляции и 
соосаждение, проведение процесса флокуляции при концентрации больше 0,5% ведет к стаби-
лизации суспензии бактериальных клеток. 
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МИКРООРГАНИЗМДЕР БИОМАССАСЫН ҚОЛДАНҒАНДАҒЫ  

АЗОТФИКСАЦИЯЛАУШЫ БАКТЕРИЯЛАР БЕЙІМДЕЛУІН ЗЕРТТЕУ 
 

У. Калиева, Б. Ж. Муталиева, А. Дуйсебекова, Г. М. Мадыбекова  
 

Қ. А. Ясауи атындағы Халықаралық қазақ-түрік университеті, Түркістан, Қазақстан, 
М. О. Əуезов атындағы Оңтүстік Қазақстан мемлекеттік университеті, Шымкент, Қазақстан 

Оңтүстік Қазақстан мемлекеттік педагогикалық институты, Шымкент, Қазақстан 
 

Түйін сөздер: Azotobacter chroococcum, азотофиксациялаушы бактерия, топырақ, микроорганизмдер, 
орта, биотыңайтқыш, инокулюм, ашыту. 

Аннотация. Мақалада бидайға суда еритін полимерлермен Azotobacter chroococcum концентрлен-
дірілген микроорганизмдер биомассасының комбинирлендірілген əсерін зерттеу нəтижелерінің мəліметтері 
келтірілген. Azotobacter chroococcum микроорганизмдерінің концентрациясын жинақтауда шоғырлануға 
əкелетін суда ерігіш полимерлер қолданылды. Флокуляцияның тиімділігі (%БТ) бұлыңғырлықтың төмен-
деуінің пайыздық түрінде өлшенеді. % БТ – бұл (600 нм-де) суспензиялық ортаның флокуляцияға дейінгі 
оптикалық тығыздықпен салыстырғанда флокуляциядан кейінгі оптикалық тығыздықтың төмендеуі. Тəжі-
рибе жұмысы көлемі 20 л болатын ферментерде жүргізілді. Жарықтандыру қабатының оптикалық тығызды-
ғының мəні фугаттың оптикалық тығыздығына (D = 0.195) жақын болды, бактериялық жасушадан 30 мин 
ішінде n = 1500 жиіл/мин центрифугалау нəтижесінде алынған бактериялық суспензияның фугат тазалығы – 
99,5%. Биотыңайтқыш өндірісін оптимизациялау мəліметтерін алу мақсатында жүргізілген, Azotobacter 
chroococcum штаммдарының бидай тамырына тыңайтқыш ретінде қолданғанда егудің тиімді бейімделуінің 
əсерлірек əдістерін жасау қажеттілігінің өлшеу нəтижелері келтірілген. Бұл үшін егудің бидаймен са-
лыстырғанда тиімділігі төмен топырақтың тамырлық микроорганизмдерінің аса жоғарғы қарқындылығын 
анықтау, сондай-ақ топырағында азотофиксациялаушы бактериясы бар егістіктің өнімділігін арттырудың 
маңызын сақтау қажет. 
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