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НОВАЯ ЛИОПРОТЕКТОРНАЯ СРЕДА ДЛЯ ЛИОФИЛИЗАЦИИ НЕСИМБИОТИЧЕСКИХ 
АЗОТФИКСИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ, ПЕРСПЕКТИВНЫХ ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА БИОУДОБРЕНИЙ8 

 
Цель исследования – разработка защитной среды для лиофилизации штамма несимбиотиче-

ских азотфиксирующих бактерий, выделенного авторами из сельскохозяйственных почв Крас-
ноярского края и идентифицированного как Azotobacter sp. Штамм инкубировали на модифициро-
ванной питательной среде Сабуро при 25 °С в течение 7 сут. После инкубации бактериальные 
клетки суспендировали в защитных средах и лиофилизировали с использованием лиофилизато-
ра Bio-Rus-4SFD. Использовали три защитные среды: стандартный желатин-сахарозный агар 
(сахароза 10 %, желатин 1,5, агар 0,01 %), рекомендованный Всероссийской коллекцией микроор-
ганизмов; желатин-сахарозный агар с добавлением 1 % аскорбиновой кислоты в качестве анти-
оксиданта; пептон-сахарозо-глицериновая смесь, разработанная авторами (вода дистиллиро-
ванная 90 мл, глицерин 10 мл, сахароза 10 г, пептон 3,2 г). В качестве контроля использовали 
бактериальные клетки, суспендированные в дистиллированной воде без лиопротекторов. Жиз-
неспособность лиофилизированных клеток оценивали по их способности образовывать микро-
колонии на агаризованной культуральной среде с помощью фазово-контрастной микроскопии. 
Жизнеспособность бактериальных клеток после лиофилизации в дистиллированной воде (кон-
троль) составила 8,04 %; после лиофилизации в стандартном желатин-сахарозном агаре – 
9,92 %; после лиофилизации в пептон-сахарозо-глицериновой смеси, разработанной авторами, – 
12,89 %. Разница между этими защитными средами по жизнеспособности клеток статистиче-
ски значима на уровне Р < 0,05 по критерию хи-квадрат (χ2). Жизнеспособных клеток после лио-
филизации в желатин-сахарозном агаре с добавлением 1 % аскорбиновой кислоты не обнаруже-
но. Таким образом, разработанная нами защитная среда обеспечивает увеличение доли жизне-
способных клеток при лиофилизации в 1,3 раза в сравнении со стандартным желатин-
сахарозным агаром. 
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A NEW LIOPROTECTOR MEDIUM FOR LYOPHILIZATION OF NON-SYMBIOTIC NITROGEN-FIXING 

BACTERIA PROMISING FOR THE BIOFERTILIZERS PRODUCTION 
 

The aim of the study was to develop a protective medium for lyophilization of a strain of non-symbiotic 
nitrogen-fixing bacteria isolated by the authors from agricultural soils of the Krasnoyarsk Region and identi-
fied as Azotobacter sp. The strain was incubated on Sabouraud's modified nutrient medium at 25 °C for 7 
days. After incubation, bacterial cells were suspended in protective media and lyophilized using a Bio-Rus-
4SFD lyophilizer. Three protective media were used: standard gelatin-sucrose agar (sucrose 10 %, gelatin 
1.5, agar 0.01 %), recommended by the All-Russian Collection of Microorganisms; gelatin-sucrose agar 
with the addition of 1 % ascorbic acid as an antioxidant; peptone-sucrose-glycerol mixture developed by 
the authors (distilled water 90 ml, glycerol 10 ml, sucrose 10 g, peptone 3.2 g). Bacterial cells suspended 
in distilled water without lyoprotectors were used as controls. The viability of lyophilized cells was as-
sessed by their ability to form microcolonies on the agar culture medium using phase contrast microscopy. 
The viability of bacterial cells after lyophilization in distilled water (control) was 8.04%; after lyophilization in 
standard gelatin-sucrose agar – 9.92 %; after lyophilization in a peptone-sucrose-glycerol mixture deve-
loped by the authors – 12.89 %. The difference between these protective media in terms of cell viability is 
statistically significant at the level of P < 0.05 according to the chi-square test (χ2). No viable cells were 
found after lyophilization in gelatin-sucrose agar with the addition of 1% ascorbic acid. Thus, the protective 
medium developed by us provides an increase in the proportion of viable cells during lyophilization by 
1.3 times in comparison with standard gelatin-sucrose agar. 
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Введение. Одним из важнейших направле-

ний биологизации сельского хозяйства является 
замена химических удобрений на микробиоло-
гические – в первую очередь на биопрепараты 
на основе азотфиксирующих микроорганизмов 
[1–3]. При этом при выборе штаммов для произ-
водства биопрепаратов предпочтение следует 
отдавать автохтонным, выделенным из местных 
почвенных и ризосферных сообществ и, соот-
ветственно, эволюционно адаптированных к 
местным почвенно-климатическим условиям и 
способным эффективно функционировать в 
данном сообществе [4]. 

Ключевой проблемой при практическом ис-
пользовании штаммов в биотехнологических 

процессах, включая производство микробиоло-
гических удобрений, является их сохранение в 
микробиологической коллекции. Сохранение 
штаммов методом регулярных пересевов на 
свежую питательную среду, помимо высокой 
трудоемкости, несет риски утраты штаммом по-
лезных свойств в результате автоселекции, а 
также контаминации культуры посторонними 
микроорганизмами. В этой связи наиболее на-
дежным способом длительного сохранения 
штаммов микроорганизмов в жизнеспособном 
состоянии является лиофилизация, то есть суб-
лимационное высушивание микробных культур 
из замороженного состояния [5, 6]. Ключевой и 
до сих пор нерешенной проблемой лиофилиза-
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ции является повреждение микробных клеток на 
различных стадиях процесса лиофилизации, 
приводящее к утрате ими жизнеспособности. 
Для снижения гибели микробных клеток при 
лиофилизации применяют разнообразные за-
щитные (лиопротективные) среды, состав кото-
рых для каждого микроорганизма подбирают 
эмпирически [7]. 

В ходе выполнения научно-исследователь-
ской работы по тематическому плану-заданию 
по заказу Минсельхоза РФ за счет средств фе-
дерального бюджета «Разработка комплексного 
биопрепарата для защиты пшеницы от фуза-
риоза и улучшения обеспеченности пшеницы 
азотом в условиях Сибири» из почвы местного 
агроценоза нами был выделен быстрорастущий 
штамм азотфиксирующих бактерий OSV-2, по 
совокупности культурально-морфологических 
свойств идентифицированный как представи-
тель р. Azotobacter. 

Цель исследований – подбор защитной 
среды для лиофилизации азотфиксирующего 
штамма OSV-2, обеспечивающей приемлемое с 

точки зрения сохранения штамма выживание 
микробных клеток. 

Задачи: проверка возможности сохранения 
жизнеспособности штамма OSV-2 при лиофили-
зации без использования защитных сред, с ис-
пользованием стандартных защитных сред; раз-
работка защитной среды, обеспечивающей по-
вышенное выживание клеток в сравнении со 
стандартными средами. 

Объекты и методы. Штамм представляет со-
бой аспорогенные грамотрицательные аэробные 
палочки; при выращивании на жидкой среде в мо-
лодой культуре – подвижные. Клетки плеоморф-
ные, от коротких палочковидных до округлых, 
одиночные, в парах, в тетрадах и в неправильных 
скоплениях, редко – в коротких цепочках. При ста-
рении культуры склонны к образованию слизистой 
капсулы; клетки под капсулами кокковидные, мо-
гут достигать больших размеров; размер палочко-
видных клеток 2,6–4,2×2,1–3,5 мкм; диаметр кок-
ковидных клеток без капсул 1,8–2,5 мкм; диаметр 
кокковидных клеток под капсулами 2,6–4,0 мкм 
(рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. Клетки штамма OSV-2 (длина масштабной полоски 10 мкм) 
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Колонии в молодой культуре округлые бес-
цветные морщинистые, в более старой куль-
туре – бесцветные слизистые.  

Штамм хорошо растет на безазотистой среде 
Эшби с маннитом в качестве источника углеро-
да и с микросолями по Федорову, а также на 
среде № 2 ГРМ (Сабуро) производства ФБУН 
ГНЦ ПМБ, разведенной в 2 раза и дополненной 
агаром до 15–20 г на 1 л среды. 

Штамм выращивали в чашках Петри на сре-
де № 2 ГРМ (Сабуро), разведенной в 2 раза и 
дополненной агаром до 20 г/л при 25 °С в тече-
ние 7 сут, после чего суспендировали клетки в 
одной из защитных сред и лиофилизировали в 
лиофильной сушилке Bio-Rus-4SFD следующем 
режиме: стадия замораживания при -36 °C в 
течение 5 ч; основная сушка при -40 °C в тече-
ние 15 ч при давлении 60 Па; вторичная сушка с 
шагом от 5 до 15 °C при давлении 80 Па в тече-
ние 5 ч [8, 9]. 

В качестве стандартных защитных сред ис-
пользовали среду Файбича (сахарозо-желатино-
вый агар) и среду Файбича с 1% аскорбиновой 
кислоты в качестве антиоксиданта [10]. Выбор 
среды Файбича обусловлен тем, что она широко 
используется в России в качестве лиопротектора 
[11] и, в частности, является основной средой для 
лиофилизации бактерий и дрожжей в крупнейшей 

в России по разнообразию поддерживаемых куль-
тур Всероссийской коллекции микроорганизмов на 
базе Института биохимии и физиологии микроор-
ганизмов им. Г.К. Скрябина Российской академии 
наук [12]. В качестве новой защитной среды ис-
пользовали разработанную авторами на основе 
анализа литературных данных композицию сле-
дующего состава: пептон ферментативный су-
хой – 3,2 г; сахароза – 10 г; глицерин – 10 мл; вода 
дистиллированная – 90 мл. 

Контролем служили клетки, суспендирован-
ные в дистиллированной воде без добавления 
лиопротекторов. 

Определение жизнеспособности выживших 
клеток проводили прямым методом. Суспензию 
лиофилизированных клеток наносили на агари-
зованную питательную среду и инкубировали 
при температуре 25 °С. После 12 ч инкубирова-
ния определяли соотношение выживших и 
мертвых клеток с помощью фазово-контрастной 
микроскопии in situ с последующим подтвер-
ждением способности клеток к формированию 
микроколоний через 24 и 36 ч инкубирования 
после посева (рис. 2). Долю выживших клеток 
определяли как отношение числа микроколоний 
к сумме погибших клеток и микроколоний на по-
верхности среды. 

 

 
 
Рис. 2. Погибшие (1), выжившие (2) при лиофилизации клетки и формирование микроколонии (3) 

выжившими при лиофилизации клетками азотфиксирующего штамма;  
длина масштабной полоски 10 мкм 
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Результаты и их обсуждение. Максималь-
ное выживание клеток изучаемого штамма 
(12,89 %) отмечено при использовании разрабо-
танной авторами композиции на основе пепто-

на, сахарозы и глицерина. На втором месте по 
выживаемости – среда Файбича (9,92 %), на 
третьем – контроль без лиопротекторов (8,04 %) 
(рис. 3). 

 

 

 

 
 

Рис. 3. Выживаемость клеток азотфиксирующего штамма  
при лиофилизации с использованием защитных сред 

 
Статистическая значимость различий между 

указанными вариантами по выживаемости кле-
ток, согласно тесту χ2, составляет p < 0,05. 

В противоположность указанным вариантам 
в варианте с использованием среды Файбича с 
1 % аскорбиновой кислотой выживших клеток не 
обнаружено (рис. 4). 

При дальнейшем инкубировании микроколо-
нии в вариантах, лиофилизированных без лио-
протекторов (контроль), а также при использо-
вании в качестве защитных сред среды Файби-
ча и авторской композиции, нормально разви-
вались; в варианте со средой Файбича с 1% ас-
корбиновой кислоты рост отсутствовал (рис. 5). 
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Рис. 4. Характерный вид культуры на питательной среде после лиофилизации с использованием 
разных защитных сред: 1 – контроль; 2 – среда Файбича; 3 – среда Файбича с аскорбиновой кисло-

той; 4 – авторская композиция; видны одиночные нежизнеспособные клетки и микроколонии 
(показаны стрелками) 

 

 
 
Рис. 5. Характерный вид культуры на питательной среде после лиофилизации с использованием 

разных защитных сред после 36 ч инкубирования: 1 – контроль, 2 – среда Файбича, 3 – среда 
Файбича с аскорбиновой кислотой, 4 – авторская композиция 
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Таким образом, разработанный нами состав 
защитной среды обеспечивает при лиофилиза-
ции повышение выживаемости несимбиотиче-
ского азотфиксирующего штамма, перспектив-
ного для применения в качестве микробиологи-
ческого удобрения в условиях Сибири, в 1,3 
раза в сравнении со стандартной защитной сре-
дой Файбича. 

Следует отметить, что достигнутая нами вы-
живаемость клеток (12,89 %) при лиофилизации 
может считаться очень хорошим показателем. 
Известно, что бактерии, образующие полисаха-
ридную капсулу (к которым относится и исполь-
зованный в работе штамм Azotobacter sp.), плохо 
переносят лиофилизацию. Так, максимальное 
число выживших после лиофилизации с исполь-
зованием желатин-сахарозной, молочно-
глюкозной и молочной защитных сред клеток у 
разных штаммов Azotobacter chroococcum варьи-
ровало от 8,0×103 до 1,2×106 при стартовой чис-
ленности суспензии 109–1010 клеток, то есть мак-
симальная выживаемость не превышала 0,1 % 
[13]. Есть основания полагать, что дальнейшая 
оптимизация разработанной нами смеси на ос-
нове пептона, сахарозы и глицерина позволит 
дополнительно усилить ее лиопротекторные 
свойства. 
 

Заключение 
 

1. Разработанная нами лиопротекторная 
композиция на основе пептона, сахарозы и гли-
церина применительно к изучаемому штамму 
Azotobacter sp. по своим защитным свойствам в 
1,3 раза превышает рекомендованную Всерос-
сийской коллекцией микроорганизмов среду 
Файбича. 

2. Введение в среду Файбича 1 % аскорби-
новой кислоты в качестве антиоксиданта, в со-
ответствии с рекомендациями М.М. Файбича, 
ведет к полной гибели клеток изучаемого штам-
ма при лиофилизации. 
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