
16

Бактериология, 2018, том 3, №4, с. 16–20
Bacteriology, 2018, volume 3, No 4, p. 16–20 

DOI: 10.20953/2500-1027-2018-4-16-20 

Лиофилизация коллекционных штаммов 
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адсорбентов
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Разработан алгоритм лиофильного высушивания штаммов холерных вибрионов с применением адсорбентов на уста-
новке Alpha 1-4 LSC Martin Christ коллекторного типа. Определены показатели выживаемости клеток штаммов 
V. cholerae, адсорбированных на активированном угле, силикагеле и крахмале. Наилучшие результаты жизнеспособ-
ности клеток после лиофилизации были зафиксированы у штаммов V. cholerae, адсорбированных на крахмале, – 
показатель выживаемости составил 44,8%, в то время как на силикагеле и активированном угле – 27,3% и 20,0% 
соответственно. Подобран протектор, обеспечивающий сохранение жизнеспособности культур микроорганизмов при 
лиофилизации.
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An algorithm has been developed for freeze-drying strains of Vibrio cholerae using adsorbents on an Alpha 1-4 LSC Martin 
Christ collector type plant. The survival rates of cells of V. cholerae strains adsorbed on activated carbon, silica gel, and starch 
were determined. The best results of cell viability after lyophilization were recorded in V. cholerae strains adsorbed on starch – 
the survival rate was 44.8%, while on silica gel and activated carbon was 27.3% and 20.0%, respectively. A protector was 
selected to ensure the preservation of the viability of cultures of microorganisms during lyophilization.
Keywords: Vibrio cholerae, lyophilization, adsorbent

For citation: Chemisova O.S., Sagakyants M.M., Golenischeva E.N., Poleeva M.V., Morozova I.V. Lyophilization of collection strains of Vibrio cholerae 
on a collector-type apparatus using adsorbents. Bacteriology. 2018; 3(4): 16–20. (In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2018-4-16-20 

И звестно много методов консервации коллекционных 
бактериальных штаммов как краткосрочного (перио-

дические пересевы на свежие питательные среды – субкуль-
тивирование, хранение под стерильным парафином и сте-
рильным вазелиновым маслом, хранение в водной и 
фосфатно-буферной средах, хранение высушиванием на 
твердых носителях, хранение при температурах ниже точки 

кристаллизации воды), так и длительного характера (лиофи-
лизация, консервация замораживанием при низких темпера-
турах, L-высушивание). Каждый метод имеет свои достоин-
ства и недостатки [1–3].

В настоящее время одним из наиболее эффективных 
и  широко используемых методов длительного хранения 
с  сохранением жизнеспособности коллекционных культур 
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микроорганизмов является лиофилизация [4]. Лиофилиза
ция – это высушивание клеток в вакууме из замороженного 
состояния, минуя жидкую фазу [1, 5]. Этот метод считается 
одним из самых экономичных и эффективных для длитель-
ного хранения микроорганизмов. Впервые этот метод был 
использован в 1890 г. Альтманом для гистологических 
исследований, а первые опыты по лиофилизации бактерий 
в  1909–1914 гг. провел Хаммер. С 40–50-х годов XX века 
лиофилизация стала широко использоваться для длительно-
го, более 30 лет, хранения коллекционных культур бактерий, 
актиномицетов, мицелиальных грибов, дрожжей, водорос-
лей, простейших, вирусов, вакцин.

Многочисленные исследования подтверждают тот факт, 
что в течение продолжительного времени лиофилизирован-
ные культуры микроорганизмов сохраняют присущие им 
культурально-морфологические, физиологические, биохи-
мические признаки. Однако следует отметить, что в процес-
се лиофильной сушки и при дальнейшем хранении выжива-
емость микроорганизмов в препаратах зависит от многих 
факторов, среди которых важное значение имеют биологи-
ческие особенности микроорганизма, специфическая чувст
вительность вида и штамма, стадия роста культур, концен-
трация клеток, условия культивирования, состав защитных 
сред, режим лиофилизации, условия хранения, показатели 
остаточной влажности [1, 6, 7].

Особенно важное значение при лиофилизации бактери-
альных клеток имеет состав защитных (суспензионных) 
сред. Эффективная защитная среда должна предохранять 
клетки от необратимых изменений в ходе замораживания, 
высушивания и при длительном хранении. Известно, что 
криопротекторными свойствами обладают как простые ве-
щества в различных соотношениях (глюкоза, сахароза, га-
лактоза, глутамат натрия, аспартат натрия, аскорбат на-
трия), так и сложные защитные среды (сыворотка крови, 
белки сыворотки, желатина, молоко, бульон, декстрин, крах-
мал, пептон). Более 70 лет универсальной средой для лио-
фильного высушивания бактерий является сахарозо-
желатиновая среда Файбича.

В Ростовском-на-Дону противочумном институте Роспот
ребнадзора для поддержания специализированной коллек-
ции холерных и других патогенных для человека вибрионов 
применяется лиофилизация на установке коллекторного 
типа в среде Файбича. Вибрионы относятся к группе микро-
организмов, наиболее чувствительных к стрессовым усло-
виям процедуры сублимации [8]. Повреждение бактериаль-
ных клеток может происходить на всех этапах лиофилиза-
ции: во время предварительного замораживания бактери-
альной взвеси и непосредственно при дегидратации пре-
парата в процессе сушки. Существует несколько факторов, 
обусловливающих повреждение клеток при заморажива-
нии: механический (повреждение в результате давления 
образующихся кристаллов льда), осмотический (за счет 
чрезмерной дегидратации клеток) и химический (вслед-
ствие гиперконцентрации солей как вне, так и внутри кле-
ток). Процесс кристаллообразования зависит от скорости 
замораживания. При быстром замораживании образуются 
мелкие кристаллы льда, которые равномерно распределя-
ются по всей толще замораживаемого препарата, при этом 
травмирующее действие кристаллов на клетки минималь-

но. Характер кристаллообразования зависит также от со-
стояния и концентрации растворенных веществ, степени 
гидратации белков и других полимеров. Для коллоидных и 
полимерных материалов характерно присутствие адсорб-
ционной влаги, которая удерживается у поверхности раз-
дела коллоидных частиц с окружающей средой, благодаря 
молекулярно-силовому взаимодействию. Вода может пере-
ходить в льдоподобное кристаллическое состояние, когда 
ее молекулы располагаются в определенном порядке – 
тетраэдрическом, в то время как искажение водной струк-
туры адсорбционно-связанной влаги является кинетиче-
ским препятствием для ее кристаллизации [9]. Можно 
предположить, что добавление адсорбентов в среду высу-
шивания будет способствовать защите бактериальных 
клеток от повреждения кристаллами льда. Данные об ис-
пользовании адсорбентов при лиофилизации патогенных 
вибрионов в литературе отсутствуют.

В связи с вышеизложенным, целью данной работы яви-
лось изучение особенностей процесса лиофилизации холер-
ных вибрионов на установке коллекторного типа с примене-
нием адсорбентов для повышения качества образцов кол-
лекционных штаммов.

Материалы и методы

Для нашего исследования были отобраны 5 штаммов 
V.  cholerae O1 El Tor и 5 штаммов V. cholerae non O1/non 
O139. Штаммы были получены из коллекции Музея живых 
культур с Центром патогенных для человека вибрионов 
ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» Рос
потребнадзора.

Штаммы V. cholerae культивировали на пластинках 2% 
агара Мартена (рН 7,6) при температуре 37°С в течение 18 ч. 
Далее отобранные колонии (не менее 20 типичных по мор-
фологии) отсевали на скошенный 2% агар Мартена (рН 7,6) 
в пробирках. Через 18–24 ч инкубации при температуре 
37°С культуру из пробирки снимали стерильным шпателем и 
равномерно распределяли по поверхности скошенного 2% 
агара Мартена (рН 7,6) во флаконах. Чтобы получить 
микробную взвесь высокой концентрации (40–60 млрд 
микробных клеток в 1 мл), бактериальную массу смывали 
средой высушивания (среда Файбича (рН 7,2), содержащая 
10% сахарозы, 1,5% желатина и 0,1% агара) в количестве 
2,0–2,5 мл. Для ускорения смыва во флаконы опускали сте-
рильные стеклянные поплавки.

В качестве адсорбентов были отобраны активированный 
уголь, силикагель и крахмал. В стерильные ампулы с пере-
тяжкой из нейтрального стекла вносили один из адсорбен-
тов в количестве, оптимальном для перевода в гелеобраз-
ное состояние 0,2 мл бактериальной взвеси (130 мг силика-
геля, 70 мг активированного угля, 320 мг крахмала). Бакте
риальную взвесь холерных вибрионов в среде Файбича из 
флакона разливали в стерильные ампулы, заранее напол-
ненные адсорбентами, в объеме 0,2 мл. По окончании розли-
ва ампулы помещали в низкотемпературный холодильник 
(–70°С) на 2 ч, после чего подсоединяли к маркированным 
гребенкам лиофильного аппарата.

Лиофилизацию на коллекторной установке Alpha 1-4 LSC 
Martin Christ проводили в 2 этапа. Первый этап – это основ-
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ная сушка (main drying), которую проводили при глубине 
вакуума 0,100 мбар, второй этап – заключительная сушка 
(final drying) – при 0,001 мбар. Длительность основного этапа 
сушки составила 3 ч, длительность заключительной сушки – 
1 ч. По окончании лиофилизации ампулы отпаивали под ва-
куумом. В процессе отпайки постоянно вели наблюдение за 
показаниями вакуума.

Оценку жизнеспособности клеток холерных вибрионов 
до  и после лиофилизации, в процессе хранения определя-
ли  путем высева на пластинки 2% агара Мартена (рН 7,6) 
с последующим подсчетом к первоначальному числу живых 
клеток, принятому за 100%.

Остаточную влажность лиофилизированных культур 
определяли общепринятым методом К.Е.Долинова (1955 г.), 
согласно инструкции по лиофильному высушиванию возбу-
дителей инфекционных заболеваний I–IV групп на коллек-
торном аппарате системы К.Е.Долинова.

Статистическую обработку полученных результатов осу-
ществляли с помощью пакета программ Microsoft Excel 
2010  – определяли среднюю арифметическую (М) и стан-
дартную ошибку (m).

Результаты и обсуждение

Важнейшими пористыми сорбентами являются силика-
гель и активированный уголь [10, 11]. Cиликагель как гидро-
фильный адсорбент представляет собой аэрогель, образую-
щийся из перенасыщенных растворов кремниевых кислот 
(nSiO2 × mH2O) при рН ≥5–6. Благодаря своим высоким 
гидрофильным свойствам силикагель очень хорошо адсор-
бирует воду с образованием водородной связи [12, 13].

Другим распространенным адсорбентом является гидро-
фобный активированный уголь (получают путем обработки 
древесного угля перегретым паром, который и удаляет 
из  пор загрязняющие вещества, тем самым увеличивая 
общую поверхность угля и повышая адсорбционные каче-
ства), в порах которого существует межмолекулярное при-
тяжение, приводящее к возникновению адсорбционных сил 

(Ван-дер-Ваальсовы силы) [14, 15]. Кроме того, активиро-
ванный уголь, возможно, играет роль нейтрализатора токси-
ческих веществ, образующихся в процессе лиофилизации.

В качестве адсорбента как поглотителя воды часто ис-
пользуется крахмал – смесь полисахаридов амилозы (10–
20%) и амилопектина (80–90%), мономером которых являет-
ся α-глюкоза. Известно, что силикагель и активированный 
уголь имеют достаточно высокие удельные поверхности, 
благодаря которым и осуществляется физическая адсорб-
ция. Так, полная удельная поверхность силикагеля, в зави-
симости от марки производства, приблизительно равна 
216–690 м2/г, а у активированного угля – 478,8–1200 м2/г. 
У  крахмала же отсутствует развитая поверхность, поэтому 
удельная поверхность практически равна нулю. По этой 
характеристике крахмал выступает очень слабым физиче-
ским адсорбентом, однако при нагревании сухого крахмала 
до 200–250°С происходит частичное его разложение и по-
лучается смесь менее сложных полисахаридов. Такое физи-
ческое изменение крахмала позволяет увеличить способ-
ность адсорбента удерживать влагу [10, 16].

Результаты определения количества жизнеспособных 
клеток штаммов V. cholerae, адсорбированных на носителях 
и подвергнутых лиофилизации, представлены в таблице 1.

Из представленных результатов видно, что лиофилизация 
оказывает влияние на выживаемость выбранного патогена, 
что находит отражение в изменении указанного показате-
ля. При этом наибольшая выживаемость, а следовательно, 
и сохранность жизнеспособности отмечены в образцах, где 
в качестве адсорбента-стабилизатора выступает крахмал.

Полученный результат, по нашему мнению, может быть 
связан с изменением физико-химических свойств молекулы 
полимера, проявляющейся в частичной олигомеризации 
крахмала, что сопровождается высвобождением дополни-
тельных функциональных групп и оказывает влияние на 
удержание влаги реакционной смесью. В совокупности 
с этим гелеобразный характер среды может создавать экра-
нирующие условия, предотвращающие деструктивные влия-
ния факторов лиофилизации.

Важнейшим аспектом создания и поддержания коллек-
ции штаммов микроорганизмов является необходимость 
длительного их хранения после лиофилизации. При этом 
факторами, определяющими эффективность достижения 
указанной цели, является соблюдение температурного и 
временного режима. В связи с этим нами изучалось влияние 
выбранных адсорбентов на выживаемость штаммов 
V.  cholerae при различных температурах хранения – 4°С и 
37°С и сроках хранения – 14 сут, 3 мес, 1 год. Полученные 
результаты представлены в таблице 2.

Таблица 1. Количество жизнеспособных клеток штаммов 
V. cholerae (м.к./мл), адсорбированных на носителях

Среда До 
лиофилизации
м.к./мл (M ± m)

После 
лиофилизации, 
м.к./мл (M ± m)

Показатель 
выживаемости, 

%
Среда Файбича (28,8 ± 0,3) × 109 (10,9 ± 0,1) × 109 37,8 ± 1,1
Активированный 
уголь (28,8 ± 0,3) × 109 (57,7 ± 0,7) × 108 20,0 ± 1,0

Силикагель (28,8 ± 0,3) × 109 (78,7 ± 0,2) × 108 27,3 ± 1,2
Крахмал (28,8 ± 0,3) × 109 (12,9 ± 0,1) × 109 44,8 ± 1,0

Таблица 2. Выживаемость штаммов V. cholerae (м.к./мл), адсорбированных на носителях, при хранении в ампулах в разных 
условиях

Адсорбент 14 суток 3 мес 1 год
4°С (М ± m) 25°С (М ± m) 37°С (М ± m) 4°С (М ± m) 4°С (М ± m)

Среда Файбича (4,1 ± 0,4) × 109 
37,6 ± 1,3%

(20,3 ± 0,3) × 108 
18,6 ± 1,2%

(3,1 ± 0,2) × 108 
2,8 ± 1,3%

(4,0 ± 0,4) × 109 
36,7 ± 1,2%

(3,8 ± 0,3) × 109 
34,9 ± 1,1%

Активированный уголь (11,4 ± 0,6) × 108 
19,7 ± 1,0%

(48,4 ± 0,4) × 107 
8,4 ± 1,4%

(9,2 ± 0,4) × 107 
1,6 ± 1,4%

(11,0 ± 0,3) × 108 
19,1 ± 1,3%

(8,8 ± 0,7) × 108 
15,2 ± 1,0%

Силикагель (21,1 ± 0,4) × 108 
26,8 ± 1,2%

(92,1 ± 0,3) × 107 
11,7 ± 1,2%

(14,2 ± 0,5) × 107 
1,8 ± 1,2%

(20,5 ± 0,3) × 108 
26,0 ± 1,0%

(13,7 ± 0,4) × 108 
17,4 ± 1,2%

Крахмал (5,7 ± 0,3) × 109 
44,2 ± 1,0%

(31,3 ± 0,3) × 108 
24,3 ± 1,5%

(4,4 ± 0,1) × 108 
3,4 ± 1,6%

(5,6 ± 0,6) × 109 
43,4 ± 1,3%

(5,5 ± 0,7) × 109 
42,6 ± 1,0%
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Из представленных результатов видно, что наибольшая 
выживаемость холерных вибрионов наблюдается при ис-
пользовании в качестве адсорбента крахмала, причем эта 
закономерность сохраняется при различных сроках хране-
ния. Однако следует отметить, что хранение лиофилизиро-
ванных образцов при 37°С 3 мес и 1 год приводило к гибели 
бактериальных клеток независимо от типа адсорбента. 
Полученные нами результаты совпадают с данными литера-
туры, согласно которым с увеличением температуры хране-
ния коллекционных штаммов число жизнеспособных клеток 
резко уменьшается [1, 17].

Опытным путем доказано, что на жизнеспособность 
бактериальных клеток и их стабильность при хранении 
большое влияние оказывает остаточная влажность, кото-
рую мы определяли ускоренным методом К.Е.Долинова 
(досушивали образцы при температуре 100°С в течение 
1 ч при атмосферном давлении). Согласно данному мето-
ду, оптимум остаточной влажности для бактериальных 
клеток, высушенных в среде Файбича, должен составлять 
от 2 до 3% [6, 18].

В наших экспериментах были подобраны показатели ва-
куума и длительность этапов высушивания, обеспечиваю-
щие значение остаточной влажности штаммов V. cholerae, 
адсорбированных на силикагеле – 3,1%, активированном 
угле – 2,7%, крахмале – 2,4%.

В таблице 3 представлен прогноз сроков хранения лиофи-
лизированных коллекционных штаммов V. cholerae, высу-
шенных на аппарате коллекторного типа Аlpha 1-4 LSC 
Martin Christ.

Таким образом, нами подобран оптимальный состав 
защитной среды для лиофилизации, который наряду 
с криопротекторами включает адсорбент (крахмал). Срав
нительный анализ показателей жизнеспособности бакте-
риальных клеток после сублимационного высушивания 
свидетельствует о  протективном действии крахмала. 
Предлагаемый способ может быть рекомендован для 
целей длительного сохранения коллекционных штаммов 
холерных вибрионов.
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Н О В О С Т И  Н А У К И

Микробиота в кишечнике способствует росту 
опухолей

 
Группа профессора Дирка Халлера из Технического университета 

Мюнхена сделала неожиданное открытие при исследовании факторов, вы-
зывающих рак толстой кишки: клеточный стресс в сочетании с измененной 
микробиотой в толстой кишке стимулирует рост опухоли. Ранее предполага-
лось, что эта комбинация только способствует воспалительным заболевани-
ям кишечника.

Coleman O.I., et al. 
Activated ATF6 Induces Intestinal Dysbiosis and Innate Immune Response to 

Promote Colorectal Tumorigenesis.
Gastroenterology. 2018;155(5):1539-1552.e12.


