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СОХРАНЕНИЕ CBOI1CTB BACILLUS SUBTILIS- 
MESENTERICUS ПРИ ЛИОФИЛИЗАЦИИ

А. А. ХАЧАТУРЯН, Э. К. АФРИКЯН

Изучено влияние лкофнлнзаинн на основные физиологические свойства 40 культур 
группы Bacillus subtilis-mesentericus и родственных видов. Установлено, что испадь 
зованне сыворотки крови в качестве суспензионной среды в целом обеспечивает ста­
бильность основных физиолого-биохимических признаков у большинства нзуч։ч(ны։ 
культур в течение 2-х лет. "
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Разработка эффективных методов длительной консервации культур 
микроорганизмов представляет важную научно-производственную за­
дачу. Аэробные спорообразующие бактерии, благодаря образованию 
эндоспор, обладают высокой степенью жизнеспособности в самых раз­
нообразных условиях. В этой связи наибольший интерес представляет 
изучение сохранения у них исходных физиологических свойств Данные 
многих авторов показывают, что одним из надежных способов хранения 
культур многих родов и видов является лиофильное высушивание J 
предварительным замораживанием [I—6]. При этом одним из важней-] 
ших условии является правильный выбор суспензионной среды С этой] 
целью разные авторы предлагают различные субстраты и их комбнна-1 
ним [7. 12]. I

Основываясь на результатах наших ранних исследований, мы оста-1 
повились на применении в качестве оптимальной суспензионной среды! 
нормальной бычьей или лошадиной сыворотки без добавления каких 1 
либо других соединений [7]. I

Особый практический интерес приобретает исследование стабиль-1 
ностп различных свойств для разработки системы дифференциации и| 
идентификации бацилл. Ряд авторов провели подобные нсследованн։| 
для разработки методов кластерного анализа с применением ЭВМ[8,д1

Целью настоящей работы явилось изучение влияния лиофилнзапнв 
на основные физиолого-биохимические свойства штаммов группы 
subtilis-mesentericus и родственных видов. I

Материал и методика. В работе использованы коллекционные культуры гр) 
Вас ьиЬЫЬ шсъсгйепсиз, а также родственных видов Вас. ритНив и Вас. НсЬеп|1<’"я 
Всего было изучено 40 штаммов, выделенных нами и полученных из зарубе*ны*

n t тве нных коллекций Было использовано по 10 штаммов каждого вида
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Дли лиофилизации штаммы выращивались на мясо-пептонном агаре с добавлением 
г,-кого дрожжевого автолизата до полного высыпания спор, затем суспендировались 
։ н0рмальноЛ лошадиной сыворотке и разливались по 0.2 мл в стерильные ампулы с 
утренним диаметром 0,5 и длиной 10 см. Лиофилизацию проводили следующим об- 

м»ом. Для быстрого замораживания ампулы погружались на 15—20 мин в смесь су- 
льда с изопропиловым спиртом (—70°), затем переносились в холодильную каме- 

. при температуре —40° на 4—6 часов. Высушивание осуществлялось в лиофильной 
иыерв типа ТГ-15 производства ГДР под вакуумом 10 ։—10 -> при начальной тем- 
ерзтуре 5—8°, которая повышалась до 37° и сохранялась на этом уровне до полного 

усыхания осадка. Весь процесс длился 18—20 часов. Лиофилизированные ампулы 
упаивались, проверялись на наличие вакуума и хранились при комнатной температу- 
...в течение двух лет. Выведение культур из состояния анабиоза проводилось путем 
,.. .<ня во вскрытую ампулу 0.2 мл стерильной дистиллированной воды и выдержки 
। течение 30 мин при комнатной температуре. Далее суспензии высевались на мясо- 
:<лтоиный агар с 1% дрожжевого автолизата и изучались изменения основных физио- 
того-биохимических свойств по сравнению с исходными штаммами. Изучение прнзна- 
, 3 проводилось согласно общепринятым тестам, применительно к аэробным спорооб- 
;р\ющим бактериям [10—12].

Результаты и обсуждение. Изучение влияния лиофилизации на 
свойства культур после двухлетнего хранения выявило различную ста­
бильность признаков у штаммов разных видов бацилл.

Для штаммов группы Вас. зиЬНИэ-тезегйепснз, как видно из табл. 
1-2, стабильными оказались: наличие каталазной, казеиназной, ами- 
..олнтнческой (за исключением одного штамма Вас. зиЫШз) и инвер­
тной активностей, образование ацетилметилкарбинола (АМК), рост

Сохранение некоторых физнолого-бнохнмнческих свойств у бактерий 
Вас. зиЬННз-тезеЩепсиз в лиофилизированном состоянии 

(учет результатов после 2-х лет, по 10 штаммов каждого вида)

Таблица 1

Тесты

Ваг. зиЬПНз

Расхож­
дение, 

%

Вас. тсхепюисив

Расхож­
дение.

%

количество 
активных

количество 
активных

до лио­
филиза­

ции

после 
лиофи­
лизации

до лио­
филиза­

ции

после 
лиофизз- 

ции

Каталаза 10 10 0 10 10 0
Желатиназа 8 6 25 10 10 0
Амидаза 10 9 10 10 10 0

■ ՛ В'ттазл
1 •! теолиз казе ина

10 10 0 10 10 0
10 10 0 10 10 0

I Денитрификация 10 9 10 10 9 10
I о» . । < А . к 10 10 0 10 10 0
1 г°” при pH 5,7 10 10 0 10 10 0
I с 7% ИаС1 10 10 0 10 10 0

>" pH 5,7 и в среде с 7% поваренной соли, отсутствие лецитиназной 
‘^нввостя и усвоения пропионата натрия. Желатиназная активность 
Ценилась у двух штаммов Вас. $иЬНВ$ (к двум неактивным штаммам 
Давилось еще два), денитрификация—у одного штамма Вас. зиЬН- 
’и Вас. тезегНегсцз!.
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> С » * ‘ Таблица 2
Влияние лиофилизации на усвоение разных источников углерода 

штаммами Вас. $иЫП1$

Исючнжкн углерода

Глюкозу фруктоза, сахароза, трегалоза, май- 
нет, глвце »«н. сорбит, салицин, молочная 
кислота

РаСоза. галакто а. мальтоза, лимонила кислота
Манмоза, целлобиоза
Ксвдоза
Рамноза
Лактоза
Раффиноза
Декс грим
Уксуслаа кислота
Сорбоза, инулин, дульцит

Количество ферменти­
рующих

I ----------------

|до лиофили­
зации

после лно- 
филнзацин

Расход- 
нм*. %

10* 
8 
8 
8 
5
— 
/
9 
Я 
6 
0 л.

о 
9 
8 
7
5 
8
7 
5 
6 
0

40 
15
0 

15
0

15 
2(1 
30

о 
о

Данные табл. 2 показывают, что способность усваивать различные
источни, и углерода сохранилась после хранения в лиофилизированном 
состоянии у разных штаммов по-разному. Так, у штаммов Вас. $иЬН-1 
115 стабильны ферментирующие свойства в отношении глюкозы, фрук­
тозы. сахарозы, трегалозы, рамнозы, маннита, глицерина, сорбита, мо­
лочной кислоты, маннозы й целлобиозы. Другие использованные иг- 
точи, и углерода проявляют вариабильность и до лиофилизации, а по­
сле нее, например, у штамма Вас. ьиЫШз отмечается усвоение лакто­
зы, рибозы, галактозы, мальтозы и лимонной кислоты. Это явление 
чаще наблюдается у штаммов вида Вас. тевегйепсиз (табл. 3). Среди)
последних наиболее стабильна способность расти на глюкозе, фруктозе, I 
сахарозе и глицерине. Усвоение других источников углерода, указан-1 
ных в таблице, вариабильно, в особенности у штаммов 12, 63, 1861.1 
1869. .» • У 1 Т R Г к ■ I

У большинства штаммов вида Вас. ритПи$ (табл. 4) почти все 
изученные физиологические свойства оказались стабильными. Это к а 
сается и тех культур, которые составляли исключение из данной труп 
пы по таксономическим признакам: два штамма из десяти обладали 
амилолитической способностью и сохранили ее после лиофилизации.

Лиофилизированный штамм 1891 потерял это свойство, желатиназ 
ная активность утрачивалась у двух штаммов (1893, 1894), один штамм 
из десяти (1895) восстанавливал нитраты и до и после лиофилизация I

Усвоение разных источников углерода (табл. 5) также сравнитель-1 
но более стабильно, чем у группы Вас. $иЫП1$-те$еп1епси5—из Ю| 
штаммов Вас. ршпПиз только у одного или двух культур исчезает или ■ 
появляется свойство усваивать тот или иной сахар, а именно ксилозу! 
фруктозу, галактозу, трегалозу, маннит, глицерин, декстрин, молочную! 
кислоту Особенно вариабнльны эти признаки у штамма 1892. коГО I 
рый стабильно усваивает арабинозу, рибозу, глюкозу, маннозу. раФ՜ I 
финоэу. целлобиозу, сахарозу, салицин и лимонную кислоту. I
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Таблица 3
Влияние лиофнлнтацин на усвоение источников углерода штаммами Вас. те$еп(епси$

Источники углерода
Количество ферментирующих

без лиофили­
зации

после лиофи­
лизации

Расхож те- 
ние. %

Глюкоза. 
Ксилоза

фруктоза, сахароза. глицерин

Лактоза
драбиноза 
Манноза
Галактоза.

рибоза, салицин

целлобиоза
Мальтоза
Раффиноза
Пнул ни 
Маннит
Декстрин
Сорбит
Молочная кислота
Рамноза, дульцит

10 10 0
2 1 50
2 4 50
5 9 50
8 10 20
6 10 50

10 9 10
5 6 20
3 0 30
9 10 10
9 2 20
7 10 30
9 10 10
0 0 0

Таблица 4 
Влияние лиофилизации на физиолого-биохимические свойства 

штаммов Вас. риптПиь

Тесты Из них 
актннны

Активны 
после лио­
филизации

Расхожде­
ние, %

Каталаза 10 10 0
Лецитиназа 0 0 0
Желатиназа 9 7 20
Протеолиз казеина 10 10 0
Амилаза 3 2 60

Денитрификация 1 1 0
Образование АМК* 9 9 0
Усвоение цитрата 10 10 0
Усвоение пропионата 7 6 15
Рост при 7% !ЧаС1 10 10 0
Рост при pH 5.7 10 1 10 0

углерода
Таблица 5 

штаммами Вас. ршпПиэВлияние лиофилизации на усвоение источников

Источники углерода

Количество ферментирующих

до лиофили­
зации

после лио­
филизации

расхожде­
ние. %

М։4биио»а, рибоза, манноза, глюкоза 
ругоза, галактоза, трегалоза, мании г, |лн- 
.‘^рнн
’“•Ффиноза. лимонная кислота 
шлобиоэа, сахароза, салицин

•1»мтоаа' Молочная кислота
"‘Птоза
■“Р^оая, инулин, дульцит

10

9
9
9 
В
7
6
0

10

10
9
9
9

10
6 
0

0

10 
0 
0

15
30 
0 
0
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Аналогичные с Вас. ритЛив по стабильности данные получены у 
культур вида Вас. ПсЬепИогпня. Из табл. 6 видно, что после лиофнли 
займи сохранились каталазная, лецитиназная, казеиназная, амилолит». 
ческая активность, рост при pH 5,7 и с 7% поваренной соли, усвоение 
цитрата натрия, образование АМК. В этой группе после лиофилиза­
ции только штамм 1911 потерял способность восстанавливать нитраты 
и усваивать пропионат натрия. Последнее отсутствовало также у 
штамма 1908. Перечисленные признаки имеют таксономическое значе 
ине для дифференциации Вас. ИсЬепЛ >пп1$ от Вас. 5иЫ111х и Вяс- 
рипп’1и$ [10].

Таблица & 
Влияние лиофилизации на физиолого-биохимические сврйстна штаммов

Вас ||сЬсгнк>гпн5

Таблица 7

Тесты

•
Количество активных

до лиофили­
зации

после лио­
филизации

расхожде­
ние. %

Каталаза ю 10 0
Лецитиназа 0 0 0
Желатиназа 2 2 0
Протеолиз казенна 10 10 0
Амилаза 9 9 0

Денитрификация 10 9 10
Образование АМК 10 10 и
Усвоение цитрата 10 10 0
Усвоение пропионата 10 к 20
Рост при 7% №С1 о 10 0
Рост при pH 5.7 10 10 0

Влияние лиофилизации на усвоение источников углерода штаммами 
Вас. НсЪепИогт1$

Количество ферментирующих
Источники углерода

до лнофи- после лио- расхожле- 
лизании филнзицни ние. %

Арабиноза, рибоза, фруктоза, глююза. цел­
лобиоза, маннит. молочная кислота

1 алактоза, манноза, мальтоза, трсгал ма, гли­
10 10 0

церин, сорбит, салицин 9 10 10
Ксилоза 8 6 3)
Рамноза 7 9 15
Лактоза 6 10 40
Сахароза 10 6 40
Раффиноза 10 9 10
Инулин 1 5 20 |
Декстрин 9 6 30 ।
Уксусная кислота -V 6 15
Лимонная кислота 10 7 30

Из источников углерода (табл. 7) изученные культуры после хране­
ния в течение 2-х лет в лиофилизированном виде стабильно усваиваю1 
арабинозу, рибозу, фруктозу, глюкозу, целлобиозу, маннит, молочную 
КИСЛОТУ.
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Штамм 19Ю после лиофилизации усваивает 1алактозу, маннозу, 
мальтозу, трем алозу, глицерин, сорбит, салицин. Значительное число 
штаммов Вас. ИсЬепИогпнз проявляет выраженную вариабильность по 
ферментации ксилозы, рамнозы, лактозы, сахарозы, инсулина, декстри­
на, уксусной и молочной кислот.

Таким образом, полученные результаты позволяют заключить, что 
'физиолого-биохимические признаки культур видов Вас. ьиЬПИз- 
[лезеШегкиз, Вас. ришПиз, Вас. ИсЬеп1(огт1з при лиофилизации в ос­
новном сохраняют стабильность и могут быть использованы в качестве 
диагностических и после лиофилизации. Вместе с тем, усвоение раз­
личных источников углерода, характеризующихся значительной вариа­
бельностью при хранении культур на питательных средах и в условиях 
лиофилизации, должно быть использовано с определенной предосторож­
ностью.

Институт микробиологии АН Армянской ССР Поступило 17.11 1981 г.
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BACILLUS SUBTILIS-MESENTERICUSԽՄԲԻ ԿՈՒԼՏՈՒՐԱՆԵՐԻ ՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ՊԱՀՊԱՆՈՒՄԸԼԻՈՖՒԼՒԶԱՑՄԱՆ ԸՆԹԱՑՔՈՒՄ
Ա. Ա. ԱՍԱՏՐՅԱՆ. է. Գ. Ա1ՐԻԿՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է չի ոֆի չի գա րք ի սւ յի ազդեցությունը 60Ը111 ԱՏ ՏԱեէ|1|Տ- 

ա^Տ60է€ք1ԸԼ|Տ խմբի կ ու / տ ու ր ան և րի և ցեղակից տեսակների Հիմնական 
ֆիզիոլոգիական Հատկությունների վրաւ Հաստատվել է, որ արյան շի­
ճուկի օգտագործումը որս/ես ս ո ւ ս սք են էլի ոն միջավայր, ապահովում է ուսում­
նասիրված կուլտուրաների մեծ մասի ֆիզիոլոգիական և րիորիմիական Հատ­
կանիշների պաՀսլանումր երկու տարվա րնթացրում։

MAINTENANCE OF PROPERTIES OF BACILLUS 
SUBTILIS-MESENTERICUS GROUP OF BACTERIA 

DURING LYOPHILIZATION

A. A. KHACHATURIAN. E. G. AFRIKIAN

The maintenance of biochemical propertles of 40 cultures of aerobic 
jpore forming bacteria of Bac. subtllis-mesentericus, Bar. pumilus, 
foe llcheniformis during lyophilization for 2 years has been inves­
ted. The biif ail nir.i s? un as suspension medium has been 
u*d. The main diagnostic properties of studied species cultures were 
stable, but the relation t> some carbohydrates significantly varies.
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