
ՀԱՅԿԱԿԱՆ ՍՍՀ ԳԻՏՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ԱԿԱԴԵՄԻԱ: ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
АКАДЕМИЯ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР. БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

т. XXIV, № 3, 1971

УДК 631.847.2

А. Д. НАЛБАНДЯН. В. А. АВЕТИСЯН, Р. Г. МЕЛИК.СЕТЯН

ЛИОФИЛЬНАЯ СУШКА КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИИ ГОРОХА 
к

В последнее время в микробиологии широкое применение получил 
метод лиофильной сушки. Этот метод открывает перспективы для высу­
шивания микробов с меньшими потерями и сохранением их основных 
свойств. Многими работами [1, 2, 4, 5] показана возможность применения 
метода лиофилизации для хранения клубеньковых бактерий в сухом ви­
де. Известно также, что клубеньковые бактерии достаточно хорошо с- 
храняют биохимические свойства при низких температурах [6].

Высушивание клубеньковых бактерий является наилучшим способом 
хранения коллекционных культур, поскольку лиофилизированные куль­
туры клубеньковых бактерий сохраняют вирулентность и активность [7].

Эти показатели открывают возможности для получения землеудоб­
рительного бактериального препарата—нитрагина в сухом виде.

Сухой нитрагин имеет преимущества (транспортабелен, имеет боль­
шой титр клеток клубеньковых бактерий, гектарные порции маленькие 
и др.) по сравнению с почвенным нитрагином.

В целях получения сухого нитрагина лиофильный метод высушива­
ния клубеньковых бактерий начал разрабатываться в Московском отде­
лении ВНИИ с/х микробиологии [4].

Разработка метода лиофилизации и хранение сухого препарата нит­
рагина с высоким титром клеток клубеньковых бактерий на сегодня яв­
ляется актуальной.

В последнее время в лаборатории биологической фиксации атмос­
ферного азота Института микробиологии АН АрмССР проводились ис­
следования по разрабо-ке наиболее эффективных режимов заморажива­
ния, сушки и хранения клубеньковых бактерий с целью получения сухого 
нитрагина.

Культуру клубеньковых бактерий гороха (штамм 144) выращивали 
в колбах на среде следующего состава (в %): меласса—1 (содержание 
сахарозы не менее 45%), кукурузный экстракт—0,3, (ХН4)25О4—0,05, 
К2НРО4—0,05, \’аС1—0,02, Мд5О4—0,02, при pH 7—7,2.

Культивирование проводили на качалке с 200—240 об/мин в течение 
48 час. После 24 час. ферментации в среду дополнительно вносились 
следующие компоненты (в %): меласса—1, кукурузный экстракт—0,3, 
(ХН4)2БО4—0,05 и К2НРО4—0,05.
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Через 48 час. <в среде накапливается 15—<18 г биомассы (на литр 
культуральной жидкости), отделенной от культуральной жидкости путем 
центрифугирования при 10 тыс. об/мин, в течении 10—45 мин.

Перед замораживанием паста смешивалась со следующими защит­
ными средами (в %): меласса—20; меласса—20 и молоко—1 объем; ме­
ласса—20 и бентонит—30; меласса—20, молоко—1 объем и бентонит—30, 
бентонит—1 объем и меласса—20 на объем биомассы клубеньковых бак­
терий гороха. При смешивании различных сред с биомассой, имеющей 
75—80% влажности, изменяется относительная влажность высушиваемо­
го материала.

Таблица 1
Влажность биомассы клубеньковых бактерий гороха, суспензированных 

в разных защитных средах, 0 0

Защитные среды, %
Предваритель­
ная влажность 

биомассы

Влажность био­
массы в защитной 

среде

Меласса — 20 • • • •...................... ... .......................... 75-80 68,0
Меласса — 20 и молоко — 1 объем.......................... 75—80 70,0—73,0
Меласса—20, молоко—1 объем и бентонит—30 75—80 66,0-70,0
Меласса — 20 и бентонит — 30................................... 75-80 55.0-56,0
Бентонит — 30 • • .................................................... 75-80 65,0-68,0
Бентонит—1:1 и меласса — 20................................... 75-80 35,0-40,0

Так, при смешивании с пастой только мелассы (20%) влажность 
биомассы составляет 68%, а при смешивании мелассы с бентонитом 
(20% 4-30%) соответственно влажность биомассы—55,0—56,0%. Сниже­
ние относительной влажности в пасте позволяет осуществить лиофили­
зацию клубеньковых бактерий гороха за более короткие сроки.

Пасту (клубеньковые бактерии в защитной среде) замораживали 
способом предварительного быстрого замораживания в смеси сухого 
льда с изопропиловым спиртом при температуре—75°—80°С.

После часового замораживания при этой температуре материал в 
дальнейшем (24 часа) оставался на льду с температурой—40е—50°С. 
При таком способе замораживания гибель клеток клубеньковых бакте­
рий незначительна.

Сушка клубеньковых бактерий проводилась на лиофильном аппара­
те. Остаточное давление в сублиматоре измерялось вакуумметром 
ВПТ-1а. Вакуум в камере создавался насосом ВН-2м, температура кон­
денсатора измерялась лагомстром ЛПр-53, температура камеры изме­
рялась спиртовым термометром. Для охлаждения сублиматора было 
смонтировано приспособление вокруг камеры.

При лиофильной сушке клубеньковых бактерий очень важна пра­
вильная организация эвакуации воды из клеток микроорганизмов. Не­
правильное удаление воды приводит к денатурации белка. Исходя из 
этого, испытывалось влияние некоторых защитных сред на обезвожива­
ние и сохранение жизнеспособности клубеньковых бактерий в зависимо­
сти от температуры.
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Для этого в течение высушивания на каждый час, при определенной 
температуре и вакууме, в образцах определяли остаточную влажность и 
титр клеток.

В табл. 2 представлены результаты лиофильной сушки клубенько­
вых бактерий гороха в защитной среде бентонита (30% к объему био­
массы).

Таблица 2
Изменение титра клеток клубеньковых бактерии и остаточной влаги в процессе сушки 

(первоначальная температура сублиматора — 30°)|

Время, 
час

Температур­
ный режим 

сушки, 
°С

Титр клеток 
клубеньковых 

бактерий, млрд

Остаточная 
влажность, 

о/ /0

Давление оста­
точных газов, 

мм рт, ст.

Защитная среда—бентонит — 30° 0

1 -20 3000,0 68,2-66,3 —

2 -12 2500,0 60,4 8-Ю՜2՜

3 - 5 2000,0 55,2 5-Ю՜2

4 1 1800,0 48,9 —

5 5 1000,0 23,2 1 • 10՜2

6 8 300,0 7,4 МО՜2

7 12 15,0 2,3 1-10՜2

8 16 5,0 1.0 1 • ю՜2

Защитная среда—меласса — 20е/0, бентонит — 30°, о

1 -20 3000,0 56,4-54,2 —
2 -12 2900,0 48,5 810_2
3 - 5 2800 Д) 40,2 5-Ю՜2

4 1 2500,0 — —

5 5 2300,0 25,1 ью՜2

6 8 2000,0 20,2 1-Ю՜2

7 12 1500,0 3,80 1 -10՜2

8 16 800,0 2,03 110՜2

Как видно из таблицы, первоначальная температура в сублиматоре 
была—30°С. В течение первого часа температура в сублиматоре подня­
лась всего на 10° (—30—20°С), при этом наблюдалась незначительная 
гибель клеток. Количество удаленной воды составляло 2%.

В последующие 2, 3, 4 часа, когда температура с —20 поднималась 
до ГС, наблюдалась некоторая гибель клеток. За это время количество 
удаленной воды составило 17,4% (66,3—48,9).

Согласно данным, наибольшая часть воды удаляется через 4—5—6 
час. сушки, когда температура соответственно составляет 1—5—8°С. 
Спустя 4—5 часов количество удаленной воды составляет 25,7% (48,9— 
23,2), а за период между 5—6 час.—15,8% (23,2—7,4).

В этот период наблюдается первая значительная гибель клеток клу­
беньковых бактерий.
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В течение 6—7 и 7—8 час., когда температура в сублиматоре 8— 
12°С, удаление воды уменьшается, особенно в период 7—8 час. (темпера­
тура 12—16°С). В этот период происходит вторая, более значительная ги­
бель клеток клубеньковых бактерий.

Результаты, полученные при сушке клубеньковых бактерий гороха, 
суспендированных в защитной среде меласса֊1֊бентонит (20% +30% на 
объем биомассы), представлены в табл. 2.

Существенное различие при лиофильной сушке клубеньковых бак­
терий гороха в защитной среде бентонита и бентонита с мелассой заклю­
чается в следующем: если в бентонитной среде первое значительное 
\ меньшение титра клеток наблюдалось между 4—6 час., то в среде мелас­
са+бентонит этого не наблюдается (температура 1—8°С). Удаление во­
ды в течение 5—6 час. составляет всего 2,5% (в первом случае это соста­
вило 15,8%). В защитной среде мелассы и бентонита значительное сни­
жение титра клеток наблюдается в период между 6—7 и 7—8 час. при 
температуре 8—12—16°С, что совпадает с сильным удалением воды— 
16,4% (20,2-3,8%).

Таблица 3
Выживаемость клубеньковых бактерий гороха в сухом препарате (штамм 144) 

при хранении без вакуума (температура хранения 4—5 С)

Защитная среда, %

Сроки хранения (день) после сушки

Остаточная 
влажность 
сухого пре­
парата. %

30 60 150 180 270 365

Колг 
в

। честв<о
1 г су

клубе 
хого и

ньковь 
зепара

IX ба кт 
га, млр

ерий 
д.

Молоко-)- меласса • • . • * • 500,0 450,0 30,0 30,0 20,0 12,0 3,7
Меласса--20—бентонит—10 ■ • 470,0 480,0 37,0 35,5 18,0 18,3 2,9
Меласса—20 ‘ бентонит—30 • • 520,0 500,0 37,0 38,0 22,0 19,2 2,03

Из приведенных данных можно заключить, что для получения высо­
кой выживаемости клеток сублимационную сушку лучше всего прово­
дить при низких температурах, но более продолжительное время. При 
с\шке со значительным колебанием температуры (—30 до 16°С и т. д.) 
в защитной среде наличие углеводов обязательно. Вероятно, углеводы 
регулируют эвакуацию воды из клеток, что положительно влияет на 
их выживаемость. При сушке клубеньковых бактерий немаловажное зна­
чение имеет также и толщина слоя высушиваемого материала. В наших 
опытах она колебалась в пределах до одного сантиметра.

В течение 1969 г. проводились опыты по определению выживаемости 
клубеньковых бактерий гороха в сухом препарате при их хранении в хо­
лодильнике (температура 4—5°С). Результаты этих опытов обобщены в 
табл. 3. Опыты показали, что в условиях вакуума выживаемость клубень­
ковых бактерий гороха в сухом препарате выше (защитная среда—мелас­
са + молоко), при этом титр изменяется незначительно, и препарат мож­
но хранить 6—7 месяцев.
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При хранении без вакуума титр клубеньковых бактерий гороха в су­
хом препарате (защитная среда—меласса 4֊бентонит, температура хра­
нения—4—5°С), изменяется незначительно в течение первых 4—5 меся­
цев, в следующие 6—9 месяцев титр значительно снижается от 500 млрд/г 
до 30֊ 50 млрд/г. За 9—12 месяцев хранения титр клеток снизился с 30— 
50 млрд/г до 19—12 млрд/г сухого препарата.

Следовательно, наиболее благоприятной защитной средой как для 
сушки, так и для хранения клубеньковых бактерий гороха в сухом пре­
парате является смесь мелассы—20% и бентонита—30%.
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Հայկ. Ս Սճ մ ի կ ր ո բ ի ոլո գի ա յի ինստիտուտի մթնոլորտային ազոտի բիո­
լոգիական ֆիքսացիայի լաբորատորիայում 1968 թվա կան ի ց ուսումնասիրու­
թյուններ են կատարվում ւդ ա լա ր ա բա կտ ե ր ի ան ե ր ի սառեցման, չորացման և 
պահպանման առավել արդյունավետ ռեժիմներ մշակելու ուղղությամբ' հոդը 
պարարտացնող բակտերիալ պրեպարատ չոր (փոշենման) նիտրագին ստա­
նալու նպատակով։

թոր նիտրագինր հողային նիտրադինի համեմատությամբ ունի մի շարք 
առավելություններ պարունակում է մեծ քան ա կո վ սլ ա լա ր ա բ ա կտ ե ր ի ան ե րի 
py/fyl/A/v, հեշտ փոխադրելի է, հեկտարային բաժինները փոքր են և այլն։

Ուսումնասիրությունները ցույց էւն տվել, որ պալարաբակտերիաների ա- 

ճեցման համար լավագույնը հանքային աղերի, շաքարատականքի և եգիպ֊ 
տացորենի քաշվածքի հեւլուկ միջավայրն էլ Պ ա լա րա բա կտ ե ր ի ան ե ր ր այդ մի­
ջավայրում 48 ժամ աճեցնելուց հետո կենսաղանդվածը կուլտուրալ հեղուկից 
անջատվում կ կենտրոնախույսի միջոցով։

Պալարաբակտերիաների կենսազանգվածը խաոնւէում է պաշտպանիչ մի­
ջավայրերի հետ (շաքարատականք — բենտոնիտ), սառեցվում է —70—80%-ի 
պայմաններում, ապա ենթարկվում [իոֆիլ չորացման։ Չորացման տևողու­
թյունը 8 — 9 ժամ է։

Պալարաբակտերիաների չոր պրեպարատը կարելի է պահպանել մինչև մեկ 
տարի 4 — 5 ջերմաստիճանի պայմաններում, 19 մլրդմգ. բջիջների թվով։
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