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Установлено отсутствие отрицательного влияния лиофилизации на дифференциаль
ные признаки и инсектицидную активность культур серотипа саисаькиь после 6-летнего 
хранения. Оптимальной суспензионной средой является нормальная лошадиная сыво
ротка с 7,5% сахарозы.
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Лиофилизация широко используется для хранения культур микро
организмов, а также для консервации различных биопрепаратов. Экс
периментальные исследования многих авторов наглядно показывают 
преимущества этого способа сохранения микроорганизмов [4, 12, 13]. 
11а возможность стабилизации основных свойств актиномицетов с по
мощью лиофилизации указывает Кузнецов [7].

Ряд авторов [1, 3, 5, 9] наблюдали отсутствие отрицательного влия
ния лиофилизации на жизнеспособность клеток и нормальную репро
дукцию споро- и токсииообразования у некоторых штаммов Вас. (Ни- 
г;п£1еп51з. В вашу задачу входило изучение влияния лиофилизации на 
сохранение основных таксономических признаков штаммов серотипа 
гаисаэкиз и их вирулентность при использовании различных суспензи
онных сред.

Материал и методика. В работе испытывались производственные культурь! Ваг. 
>11иг1пй1еп515 хаг. саисаз1сиз, применяемые для выработки препарата БИП (1итаммы—՛ 
ИНМИА 805, 811, 837), а также менее типичные штаммы того же серотипа—ИНМИА- 
924 и 950.

Лиофильная сушка культур проводилась в камере ТГ-15 (ГДР) при следующем 
режиме: температура замораживания минус 40° в течение 18 ч, температура высуши- 
1-аиия плюс 35—40°. Сублимация проводилась в течение 5 ч при вакууме 10՜2 мм՛ 
ртутного столба.

Культуры бактерий выращивались на мясо-пептонном агаре (МПА) с добавление՛.։ 
1% дрожжевого автолизата и после полного высыпания спор (обычно на 3—5 сут
ки), суспензировались в различных защитных средах, включающих сыворотки, углеводы՛ 
и физиологический раствор в разных соотношениях. Состав использованных суспен
зионных сред представлен в табл. 1. Титр суспензий равнялся приблизительно 1 млрд, 
спор в 1 мл. Ампулы с лиофилизированным материалом хранились при комнатной тем
пературе.

Как видно из представленных в таблице данных (табл. 1}, в работе применялись 
ио несколько культур одного штамма, которые содержались до этого в различных՛
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Суспензионные среды для лиофилизации и сроки хранения штаммов caucasicus
Таблица !

Сус ензионные среды №№ 
штаммов

Сроки 
хранения

Условное 
обозначение 

варианта

Молочная сыворотка 811 6 лет 811-1
Молочная сыворотка + 10% сахарозы 811 6 лет 811—2
Лошадиная сыворотка +7,5% сахарозы 811 6 лет 811-3
Mist, desiccans 811 6 лет 811-4
Физиологический раствор 811 6 лет 811 -5
Физиологический раствор +10% глицерина 811 6 лет 811-6
Физиологический раствор +7,5% сахарозы 811 6 мес. 811—7
Физиологический раствор +7,5% сахарозы 805 6 мес. 8 ֊5
Физиологический раствор -1-7,5% сахарозы 837 6 мес. 837
Физиологический раствор +7,5% сахарозы 924 3 мес. 924
Лошадиная сыворотка 950 3 мес. 950

Примечание: номера штаммов здесь и в последующих таблицах даны по коллек-
циИ Института микробиологии АН АрмССР.

условиях и отличались друг от друга .интенсивностью образования энтомоцидных крис
таллов. Эти опыты проводились с целью установления более достоверных результа
тов на фоне вариабельности одного штамма.

Репродукция лиофилизированных бактерий проводилась внесением в ампулу сте
рильной водопроводной воды или физиологического раствора в количестве, равном 
первоначальному объему суспензии, и высевом ее на МПА с дрожжевым автолизатом 
в чашки Петри—для выяснения выживаемости культур после лиофилизации, и на 
косяки в пробирках—для изучения морфологических и физиолого-биохимических при
знаков штаммов. Исполгзование растворов для регидратации среды, свободной от пи
тательных веществ, но богатой хлоридами, ряд исследователей предлагает для сниже
ния числа гибнущих при реактивации лиофилизированных микроорганизмов [2, 4, 14].

У лиофилизированных культур в разные сроки хранения нами изучались ключевые 
признаки методами, предложенными Де Баржак и Бонфуа [10. 11]. Проводилось изу
чение и других признаков по тестам, описанным в различных источниках, а также ре
комендуемым подкомитетом бацилл Международного комитета по систематике бакте
рий. Подробные ссылки на использованные методики приведены в работе Надировой 
с соавторами [8].

Сохранение инсектицидных свойств культур определялось по интенсивности образо
вания ромбовидных кристаллов и по гибели гусениц непарного шелкопряда. Гусеницы 
заражались путем скармливания корма, смоченного суспензией исследуемой культуры 
до и после лиофилизации ее в различных концентрациях (100, 10, 11%). Испытание 
проводилось на 16 гусеницах для каждой концентрации. Титр исходной суспензии, со
ответствующий 100%, составлял 4 млрд, спор/мл.

Результаты и обсуждение. Изучение штаммов серотипа саисазкиз, 
содержащихся в течение продолжительного времени в лиофильно высу
шенном состоянии при комнатной температуре с использованием раз
личных суспензионных сред, показало отсутствие каких-либо морфоло
гических и культуральных отклонений по сравнению с теми же призна
ками у музейных штаммов.
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Выживаемость испытанных штаммов, достигающая 80—90% непос
редственно после лиофилизации, постепенно снижается и к 6 годам хра
нения доходит до 28—38% (табл. 2). Однако результаты исследований 
показывают сохранение штаммами высокой активности размножения и 
ферментативных свойств. В то же время необходимо отметить, что выяв
ленные изменения в проценте выживаемости спор указывают на их био
логическую неоднородность в одной и той же популяции. Этот факт име
ет важное значение, включая производственное, и требует особого 
изучения.

Выживаемость штаммов caucasicus при длительном хранении 
в лиофилизированном состоянии

Таблица 2
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811 Молочная сыворотка 6 лет 432 43,2
811 Молочная сыворотка +10% сахарозы 6 лет 380 38
811 Лошадиная сыворотка+ 7,5% сахарозы 6 лет 450 45
811 Mist, desiccans 6 лет 280 28
811 Физиологический раствор 6 лет 370 37
811 Физиологический раствор + 10% глицерина 6 лет 380 38
811 Физиологический раствор+7,5% сахарозы 6 мес. 560 56
805 Физиологический раствор + 7,5% сахарозы 6 мес. 456 45,6
837 Физиологический раствор + 7,5% сахарозы 6 мес 560 56
924 Физиологический раствор + 7,5% сахарозы 3 мес. 760 76
950 Лошадиная сыворотка 3 мес. 680 68

Как показывают данные габл. 2, наилучшей из испытанных суспен
зионных сред следует считать лошадиную сыворотку с 7,5% сахарозы, 
обеспечивающую сравнительно высокий процент репродукции жизнеспо
собных клеток при длительном хранении лиофилизированных культур 
серотипа caucasicus.

Важнейшим признаком токсичности энтомопатогенных бактерий яв
ляется токсинообразующая способность (по образованию кристаллов) 
штаммов Вас. thuringiensis. Поэтому прежде всего была изучена ста
бильность этого признака при лиофилизации с использованием разных 
суспензионных сред в разные сроки хранения при комнатной температу
ре. Как видно из данных табл. 3, штамм 811 через 6 лет полностью со
хранил способность к образованию спор и в значительной мере—токси- 
пообразованию. Данные показывают, что оптимальной суспензионной 
средой является лошадиная сыворотка с 7,5% сахарозы, Mist, desi- 
ccans и физиологический раствор. Хотя последние и позволяют полу
чить высокий процент токсинов, но кристаллы образуются в основном 
мелкие. Минимальный процент токсинообразования наблюдается при
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Сохранение споро- и кристаллообразующей способности штаммов 
саисазшив после лиофилизации

Таблица 5

О 
ОS S S’ § с ?
со Суспензионные среды * 2 ° Н

о ~ 9- ~ о
си£ О я — Я X X

811 Молочная сыворотка 6 лет 40-50
811 Молочная сыворотка + 10% сахарозы 6 лет 60-70
811 Лошадиная сыворотка+ 7,5% сахарозы 6 лет 70—80
811 Mist, desiccans 6 лет 90 (мелкие)
811 Физиологический раствор 6 лет 9')
811 Физиологический раствор + 10% глицерина 6 лет 60-70
811 Физиологический раствор+ 7,5% сахарозы 6 мес. 80—90 (мелкие)
805 Физиологический раствор+ 7,5% сахарозы 6՛ мес. 60—70
837 Физиологический раствор + 7,5% сахарозы 6 мес. 60-70
924 Физиологический раствор + 7,5% сахарозы 3 мес. 60-70
950 Лошадиная сыворотка 3 мес. единичные

лиофильном высушивании штамма на молочной, сыворотке. Штамм 
950, лиофилизированный на лошадиной сыворотке без добавления са
харозы, уже через 3 месяца хранения теряет свою токсинообразующую 
способность. Очевидно, для этого штамма необходимо продолжить 
поиски более пригодной суспензионной среды, либо изменить ре
жим лиофилизации. Сравнительно высокий процент токсинов ре
дуцируется при использовании в качестве суспензионной среды фи
зиологического раствора с 7,5% сахарозы. Однако непродолжитель
ное время хранения не позволяет сделать определенных выводов 
относительно этой защитной среды. Тем не менее надо подчерк
нуть, что консервация испытанных штаммов методом лиофилизации в 
целом позволяет на достаточно высоком уровне сохранять кристаллооб
разующие свойства данного серотипа. Это особенно важно, если учесть, 
что при пересевах на обычные питательные среды культуры серотипа 
саисазкиз довольно быстро снижают эти свойства, а образование мел
ких кристалловидных токсинов является характерной особенностью дан
ной разновидности.

В табл. 4 сведены результаты изучения основных признаков штам
мов серотипа саисазкшз. Вне зависимости от суспензионной среды и от 
сроков хранения лиофильно высушенных культур большинство диффе
ренциальных признаков проявило постоянство: как и до лиофилизации, 
изученные штаммы обладали протеолитической активностью, гидроли
зовали крахмал, давали положительную лецитино-вителлиновую реак
цию (ЛВР), образовывали ацетилметилкарбинол (АМК)- и (кроме 
штамма 950)—розовый пигмент, но не синтезировали ур-еазу и не проду
цировали кислоту из сахарозы, маннозы и салицина. Исключение со
ставила способность штаммов выделять кислоту при росте на целлобио-
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Репродукция дифференциальных признаков у штаммов серотипа
Таблица 4

805, 811, 837, 924
950

Что же касается стабильных признаков Вас. 1ЬиНп§1епз15, представлен
ных в табл. 5, все они репродуцировались без каких-либо отклонений 

■от нормы.

Репродукция стабильных признаков после лиофилизации штаммов
Таблица 5

805, 811, 837, 924, 950 I + I - I ֊ I + | —

После лиофилизации

805, 837, 924, 950, 811-1, 811-2, 811—3, 811-4, I 
811-5, 811 - 6, 811-7 | +

Аналогичная картина наблюдается и при изучении других дополни
тельных признаков (табл. 6). Однако, как и при усвоении целлобиозы, 
отмечается потеря способности усвоения пропионата натрия, эту актив
ность сохраняет штамм 811 при сушке на Mist, desiccans и физиологи
ческом растворе с .7,5% сахарозы. Однако штаммы 837 и 924 при лио
филизации на физиологическом растворе с сахарозой теряют это свой
ство. Подобные различия в усвоении источников углерода сходны с из
менениями, отмеченными Надировой и Земляковым [8] у бактерий, дли
тельно сохраняемых под вазелиновым маслом.
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Репродукция дополнительных признаков после лиофилизаций
Таблица 5

805, 811, 837, 924
950

После лиофилизации

805, 811—4, 811—7 
837, 925, 950, 811-1. 811-2, 
8П-3, 811—5, 811-6

Условные сокращения; ДГА—дигидроксиацетон; ЛДК—лнзиндекарбоксилаза; 
ОДК—орнитиндекарбоксилаза; АДГ—аргпниндигидролаза; дезфен—дезаминаза фе
нилаланина.

В табл. 7 представлены данные о гибели непарного, шелкопряда при 
скармливании им различных концентраций суспензии штамма 811 после 
лиофилизации. Отмечается лишь незначительное снижение энтомоцидной 
активности по сравнению с нелиофилизированным штаммом, что мож
но отнести за счет возможной вариабельности в условиях опыта.

Таблица 7
Стабильность энтомоциднсго действия штамма саисаз1сиз после лиофилизации 

(средние трех повторностей)

" ֊__ Концентрация суспензий

Штаммы —-_____

Гибель гусениц, %

100 10 1

811 (до лиофилизации) 88,9 55 26
811—7 (после лиофилизации) 84,6 48,3 22

Результаты исследований позволяют заключить, что лиофильная 
сушка является надежным способом сохранения жизнеспособности и 
других важнейших признаков штаммов Вас. 1Ьиг1п§1епз1з уаг. саисаз1сиз 
в течение продолжительного времени. Этот метод можно рекомен
довать и для консервации и хранения производственных культур бакте
рий этой разновидности в промышленной выработке инсектицидного 
препарата БИП.

Институт микробиологии АН АрмССР Поступило 26.III 1978г.
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լիոֆիլիզացրայի ազդեցությունը bacillus 
THURINGIENSIS VAR. CAUCASICUS 

ԿՈՒԼՏՈՒՐԱՆԵՐԻ ԿԱՐԵՎՈՐ ԱՌԱՆՁՆԱՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ՎՐԱ

Ա. Ա. ԽԱՉԱՏՐՅԱՆ, Ռ. Z. ՐՈՐԻԿՅԱՆ, Տ. Ա. ԱԱՐՏԻՐՈԱՈՎԱ, 
ժ. Լ. ԱՎեՏՅԱՆ, է. Գ. ԱՖՐ1ԿՅԱՆ

՛Լեզ տարվա ուս ումն ա ս իր ու թ քունն եր ի արդյունքների հիման վրա հաս֊ 
տատված է, որ լի ոֆի / ի զա ւյ իան հան դի ս ան ո ւմ է Bacillus thuringletlSiS Vai՜, 
caucasicus շտամների կենսունակության և բնորոշ հատկությունների 
պահպանման էֆեկտիւԼ եղանակ։ Որպես սուսպենզիոն միջավայր առավել 
արդյունավետ է ձիու շիճուկի օ զտ ա դո րծ ում ր 7,5 % սախարոզի հետ։

INFLUENCE OF LYOPHILIZATION ON IMPORTANT PROPERTIES 
OF BACILLUS THURINGIENSIS VAR. CAUCASICUS STRAINS

A. A. KHACHATURIAN, R. H. BOBIKIAN, T. A. MARTIROSOVA, 
J. H. AVETIAN, E. G. AFRIKIAN

Data obtained for 6 years observations have՛ shown that lyophiliza
tion of Вас. thuringiensis var. caucasicius strains is ^an efficient method 
for maintenance of the viability, characteristic features as well as the 
ability to produce entomocide crystalls. The most efficient among media 
tested was horse serum with 7,5 per cent of sucrose.
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