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Представлены данные о сравнительной эффективности использования методов под-

держания жизнеспособности различных микроорганизмов на питательных средах с исполь-
зованием глицерина, вазелина и других консервантов. 

Установлена эффективность сохранения их репродуктивных свойств при хранении 
на природных субстратах. Особое внимание уделено хранению культур молочнокислых 
бактерий, дрожжей, а также грибных организмов. 

 
Коллекции культур микроорганизмов – молочнокислые бактерии –                      

фитопатогены – дрожжи – грибы – репродукция 
 

îíÛ³ÉÝ»ñ »Ý μ»ñíáõÙ ï³ñμ»ñ ëÝÝ¹³ÙÇç³í³Ûñ»ñÇ íñ³ Ù³Ýñ¿Ý»ñÇ  Ï»ÝëáõÝ³ÏáõÃÛ³Ý å³Ñ-
å³ÝÙ³Ý Ù»Ãá¹Ý»ñÇ ÏÇñ³éÙ³Ý Ñ³Ù»Ù³ï³Ï³Ý ³ñ¹ÛáõÝ³í»ïáõÃÛ³Ý Ù³ëÇÝª û·ï³·áñÍ»Éáí 
·ÉÇó»ñÇÝ,  í³½»ÉÇÝ  ¢ ³ÛÉ  ÏáÝë»ñí³ÝïÝ»ñ:  

Ð³ëï³ïí»É ¿ μÝ³Ï³Ý ëáõμëïñ³ïÝ»ñÇ íñ³ Ýñ³Ýó í»ñ³Ï³Ý·ÝáÕ³Ï³Ý Ñ³ïÏáõÃÛáõÝÝ»ñÇ 
å³Ñå³ÝÙ³Ý ³ñ¹ÛáõÝ³í»ïáõÃÛáõÝÁ: Ð³ïáõÏ áõß³¹ñáõÃÛáõÝ ¿ Ñ³ïÏ³óí»É Ï³ÃÝ³ÃÃí³ÛÇÝ  
μ³Ïï»ñÇ³Ý»ñÇ, ß³ù³ñ³ëÝÏ»ñÇ, ÇÝãå»ë Ý³¢ ëÝÏ»ñÇ å³Ñå³ÝÙ³ÝÁ:  

 
Ø³Ýñ¿Ý»ñÇ ÏáõÉïáõñ³Ý»ñÇ Ñ³í³ù³ÍáõÝ»ñ – Ï³ÃÝ³ÃÃí³ÛÇÝ μ³Ïï»ñÇ³Ý»ñ –ýÇïáå³Ãá·»ÝÝ»ñ –  

ß³ù³ñ³ëÝÏ»ñ – ëÝÏ»ñ – í»ñ³ñï³¹ñáÕ³Ï³ÝáõÃÛáõÝ 

 
The data on application of glycerol, vaseline and other conservants for long-term 

maintenance of various microorganisms are presented.  
Efficiency in use of natural substrates for maintenance of their viability on natural 

substrates has been established. Special emphasis was put to the maintenance of lactobacteria, 
yeast and fungi.  

 
Microbial Culture Collection – lactic acid bacteria  – phytopathogens –  

yeast – fungi – reproductivity 
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В Центре депонирования микробов НПЦ “Армбиотехнология” НАН Арме-
нии (ЦДМ) поддерживается обширная (около 13000 штаммов) коллекция культур 
микроорганизмов: aэробные спорообразующие бактерии – 8550 штаммов, молоч-
нокислые бактерии – 500 штаммов, неспорообразующие бактерии – 1000 штам-
мов, грибы (митоспорические и базидиальные) – более 1200 штаммов, дрожжи и  
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актиномицеты – более 700 штаммов. Коллекция является основным Республикан-
ским хранилищем генофонда микроорганизмов, представляющих интерес как для 
проведения научно-исследовательских разработок, так и для создания новых био-
технологий. 

Особую ценность представляют микроорганизмы - продуценты различных 
биологически активных соединений, биодеграданты полимерных материалов и 
другие. Коллекционный фонд микроорганизмов поддерживается методами лиофи-
лизации, криоконсервации, под слоем вазелинового масла, а также периодически-
ми пересевами культур на соответствующие питательные среды. 

Главной задачей коллекции является гарантийное хранение культур в жиз-
неспособном состоянии с характерными свойствами, а также предупреждение из-
менений и мутаций, т.е. сохранение микроорганизма в состоянии, максимально 
близком к исходно выделенному штамму [1, 4, 7, 10, 11, 18].  

Традиционные методы поддержания культур микроорганизмов сводятся к 
их выращиванию на богатых питательных средах с частыми пересевами. При этом 
имеют место мутационные изменения и автоселекция, что часто приводит к потере 
у штаммов важных физиолого-биохимических свойств [2-5,11,12]. 

Целью статьи является выявление эффективности традиционных методов 
хранения культур применительно к отдельным группам микроорганизмов с сохра-
нением их характерных свойств.  

 
Материал и методика. Объектом исследования служили молочнокислые бактерии 

(МКБ), дрожжи, митоспорические грибы и неспороносные бактерии разных видов. 
Периодические пересевы: традиционным методом хранения культур является их пе-

риoдический пересев на свежие  соответствующие среды. Интервал между пересевами зави-
сит от микроорганизма, используемой среды и условий хранения (от 15 дней до одного го-
да) [1,4,15]. 

Хранение под вазелиновым маслом: культуры выращивали на агаризованных косяках. 
После инкубации в пробирки заливали слой вазелинового масла не менее 1см [1, 4, 7, 11]. 

Криоконсервация в глицерине: 40%-ный раствор глицерина разливали в пробирки 
по 3 мл и стерилизовали при 1 атм 30 мин, затем вносили по 0,1 мл густой суспензии 
штаммов и закладывали в холодильную камеру при -200С, -400С, -600С [1, 3, 4]. 

Криоконсервация  в жидком азоте: криопротектор – 10%-ный глицерин разливали по 
2 мл и стерилизовали при 1 атм 15 мин. В подготовленные пробирки вносили густую сус-
пензию испытуемых штаммов, взбалтывали и переносили в специальные трубочки с после-
дующим переносом в контейнеры для хранения в жидком азоте при -1960С [1, 4]. 

Консервация на природных субстратах: песок, почва-песок, цеолит. Кварцевый пе-
сок и цеолит в течение 3 сут промывали под проточной водой, периодически размешивая. 
Высушивали в сушильном шкафу при 100-1500С. Просеянный песок, смесь песка с почвой 
(10:1), цеолит помещали по 3г в пробирки и дважды стерилизовали при 1200С в течение 
часа. В каждую пробирку закапывали 0,1мл густой водной суспензии испытуемого штамма. 
Пробирки встряхивали и оставляли при комнатной температуре на длительное хранение [1, 4]. 

Лиофилизация: лиофилизировали культуры микроорганизмов, находящиеся в экспо-
ненциальной фазе роста, выращенные на средах, соответствующих их физиологическим 
потребностям. Бактерии смывали в защитные среды и вносили в стерильные ампулы для 
лиофилизации по 0,3мл густой суспензии. Исходный титр в ампуле составлял 109-1010 кле-
ток/мл. Суспензии в ампулах замораживали в спирте при -50 - 600С, выдерживали при этой 
температуре в течение 15-20 мин с последующим высушиванием  под вакуумом до остаточ-
ной влажности около 1% [1, 2, 4-8, 11, 13, 17]. 

Для поддержания коллекции митоспорических грибов использовали следующие ус-
ловия и субстраты хранения и консервации штаммов: питательные среды (систематически-
ми пересевами), природные субстраты (песок, смесь песок/почва 10:1, цеолит), криоконсер-
вация в жидком азоте и в разных концентрациях глицерина (20, 40, 60, 100%) и при разной 
температуре  (-100С, -400С, -600С). Для хранения базидиальных грибов использовался метод  
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периодических пересевов. Оптимальная среда для хранения – сусло-агар, температура 
культивации 240C, с периодичностью пересевов 6 месяцев. Для МКБ использовали пита-
тельную среду МРС [16], для дрожжей – среду ГПА (глюкозо-пептонный агар),  а для бакте-
рий – МПА (мясо-пептонный агар). 

Репродуктивные свойства штаммов проверяли следующим образом. Предварительно  
были разлиты в чашки Петри соответствующие среды: для грибов – агаризованная среда 
Чапека и сусло-агар,  для дрожжей – глюкозо-пептонный агар, для МКБ-МРС, для бактерий 
– рыбо-пептонный агар. На подсушенные чашки переносили по 0,05мл суспензии и ставили 
на инкубацию  –  дрожжи и грибы при 280С , бактерии при 30-370С. Через 3-14 сут проводи-
ли подсчет выросших колоний.  

 
Результаты и обсуждение. Репродуктивные свойства некоторых культур 

митоспорических грибов (включая биодеградантов космической техники) при раз-
ных условиях консервации представлены в табл. 1. Выявлено, что большинство 
штаммов грибов, хранимых на  естественных субстратах в течение 3-х лет, сохра-
нили высокие репродуктивные свойства, за исключением некоторых: Aspergillus 
terreus  ЦДМ 8114, Penicillium funiculosum  ЦДМ 8120, Trichoderma viride  ЦДМ 
8125, Penicillium melinii  ЦДМ 12035, Ulocladium botrytis  ЦДМ12037.  

Установлены определенные различия в выживаемости и репродукции куль-
тур разных видов грибов при лиофилизации и хранении в жидком азоте. Сравни-
тельная оценка испытанных методов позволяет заключить о больших преимущест-
вах использования жидкого азота (табл.1). 

 
Таблица 1. Сравнительная характеристика  жизнеспособности и  
репродукции грибов при различных условиях  консервации 

 

Примечание: (-) – отсутствие роста. 
 
Выявлены аналогичные данные при криоконсервации в глицерине. Большин-

ство штаммов грибов характеризуется высокой выживаемостью и репродукцией при 
испытанных температурах и концентрациях глицерина. Сравнительно неблагоприят-
ным является применение 100%-ного глицерина. 
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Наименования и номера 
штаммов  
по ЦДM 

Репродукция 
штаммов спустя       

3 года 

Kриокон-   
 сервация в 
жидком 
азоте в 
течение 

Консервация в глицерине при разных 
концентрациях и 

 температурах спустя 3 года, % 

20 40 60 20 40 60 20 40 60 

Пе- 
сок 

Почва/ 
 песок 

Цео-
лит 

  3-х  
 лет 

 4-х  
лет -10ºC -40ºC -60ºC 

 Aspergillus niger  8133 + + + + + + + + + + + + - - 
 A. flavus   8134 + + + + + + + + + + + + + + 
 A. terreus  8114 + + + + + + + + + + + + + + 
 A.  fumigatus 12036  + + + + + + + + + + + + + + 
Paecilomyces variotii  8135 + + + + + + + + + + + - - + 
Penicillium aurantio- 
 griseum  8119 + + + + + + + + + + + + + + 

 P. aurantiogriseum  12040 + + + + + + + + + + + + + - 
 P. aurantiogriseum  12050 + + + + + + + + + + + + - + 
 P. chrysogenum   8128 + + + + + + + + + + + + + + 
P. chrysogenum   12039 + + + + + + + + + + + + + + 
P. funiculosum   8120 + + + + + + + + + + + + + + 
P. melinii   12035 + + + + + + + + + + + + + + 
Trichoderma viride  8125 + + + + + + + + + + + + + + 
Chaetomium globosum  8117 + + + + + + + + + + + - + - 
Ulocladium botrytis  12037 + + + + + + + - + - - - - - 
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Результаты исследования жизнеспособности 32-х базидиальных грибов, хра-

нимых под вазелиновым маслом в течение года, показали отсутствие репродуктив-
ности у большинства штаммов, только у 3-х штаммов Pleorotus ostreatus наблюдали 
слабый рост. Таким образом, для поддержания коллекции базидиальных грибов 
приемлем метод периодических пересевов. 

Известно несколько способов хранения культур МКБ: периодические пересе-
вы, в 20%-ном растворе глицерина при -200С, под слоем вазелинового масла на ага-
ризованной среде и в лиофильном состоянии. В литературе часто встречаются фак-
ты, свидетельствующие о нестабильности ряда свойств у МКБ [5, 11, 15]. 

С целью длительной консервации 110 штаммов МКБ и дрожжей разных видов 
были заложены на хранение под стерильное вазелиновое масло (40-80С). После 5-ти 
лет хранения было установлено, что только 30% палочковидных форм МКБ сохра-
нили жизнеспособность, а кокковидных – 60% (табл. 2).  

 
Таблица 2. Репродуктивные свойства молочнокислых культур и дрожжей  

при хранении под слоем вазелинового масла 
 

Наименования и номера штаммов по 
ЦДМ и др. Коллекциям 

 Репродукция 
   штаммов  
     спустя 

Наименования и номера штаммов по ЦДМ и др. 
Коллекциям 

Репродукция  
штаммов  
спустя 

1 год 5 лет 1 год 5 лет 
Lactobacillus brevis NCDO* 477  
L. buchneri VKM 1599  
L. casei subsp. Casei NCDO 161  
L. delbrueckii subsp. Delbrueckii VKM 
1596 
Enterococcus faecalis CCM 1875 
Candida bogoriensis 10007 
C.aaseri 10001, C. diffluens 10019 
Rhodotorula javanica 10029  
яKluyveromyces lactis 10087  
K. lodderae 10086, K.delphensis 10082 
Arxiozyma telluris 10112 
Filobasidiella neoformans 10159 
Debaryomyces venrijiae 10072 

+++ ++ Lactobacillus acidophilus MDC 10883, 10889, 10897  
L. casei subsp. Rhamnosus MDC 10849 
L. plantarum  MDC 10882 
L. lactis subsp. Lactis CCM 1877 
Enterococcus durans NCDO 596 

++ - 

Lactobacillus casei subsp.rhamnosus 
VKM 535 L. plantarum NCDO 82  
Candida pintolopesii 10137  
C . famata 10119, C. sake 10053  
Rhodotorula muscorum 10044 
Kluyveromyces marxianus 10081 
Yarrovia lipolytica 10033 
Clavispora lusitaniae 10034 

++ ++ Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei MDC 
10898 
Candida blankii 10006 
Pichia delftensis 10167 
 

+ - 

Lactobacillus acidophilus VKM 1660 
L. casei subsp. rhamnosus VKM 574 
Pichia burtonii 10197 

++ + Lactobacillus acidophilus MDC 9602,  9604, 9606, 
9609, 9610, 9611, 10878, 10881 
 10883, 10884, 10885, 10887, 10889, 10892, 10893, 
10894, 10895 
L. delbrueckii subsp. lactis VKPM 7640 
L. fermentum NCDO 215 
L. helveticus VKM 842 
L.lactis  MDC 10881 
Streptococcus thermophilus MDC 9608 

+ - 

Примечание: репродуктивность оценивалась по 3-х бальной системе: (-) – отсутствие роста,  
*NCDO - National Collection of  Dairy Organisms 
 VKM - All-Russian Collection of  Microorganisms 
 VKPM -  Russian National Collection of  Industrial Microorganisms  
 CCM - Czechoslavak Collection of Microorganisms 

 
Микроскопирование показало, что во время длительного хранения под вазе-

линовым маслом клетки МКБ подвергаются деформации, теряя свои естественные 
формы, утолщаются, что нельзя сказать о хранении их в глицерине (табл. 3). 

Для выявления эффективности методов хранения культуры молочнокислых 
бактерий и дрожжей в течение 3-х лет поддерживали при – 200С в 20%-ном глице-
рине (табл.3). 
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Таблица 3. Репродуктивные свойства молочнокислых бактерий и дрожжей  

при хранении под глицерином  (-200С) 
 

Наименования и номера 
штаммов по ЦДМ 

 Репродукция 
штаммов,  
  спустя 

 
Наименования и номера штаммов по ЦДМ 

 Репродукция 
штаммов,  
  спустя 

1 год 3 года 1 год  3 года 
Lactobacillus sp. 10951  
Streptococcus sp. 10850, 
10857, 
10864, 10865, 10867, 
10868, 10869, 10870, 
10871, 10957, 10960, 
10962, 10964, 10965, 
10968, 10970, 10976 

+++ +++ Streptococcus sp. 10854, 10856, 10861, 10872  
Saccharomyces cerevisiae 9703  
Rodotorula mucilaginosa 9768 
Cryptococcus humicolus 10223 

+ + 

Streptococcus sp. 10859, 
10860, 10963, 10966, 
10967, 10969, 10971, 
10972 

+++ ++ Lactobacillus sp. 10873,10874, 10950, 
10952, 10954,10961 
Candida albicans 10032 
Pichia anomala 10074 
Kluyveromyces marxianus 10085 

- - 

Streptococcus  sp.  
10851, 10852, 10853, 
10855, 10858, 10862, 
10853, 10866, 10953, 
10955, 10956, 10958, 
10959, 10973, 10974, 
10975 

++ ++    

Примечание: репродуктивность оценивалась по 3-х бальной системе: (-) – отсутствие роста.  
 
Из литературных данных известно о сохранении репродуктивных свойств 

некоторых культур неспороносных бактерий, хранимых без пересевов под слоем 
вазелинового масла в течение 14 лет [7]. В связи с этим, представлял интерес про-
верить жизнеспособность и репродукцию культур микроорганизмов разных родов  
и видов при более продолжительном хранении. Проверили репродукцию 399 
штаммов фитопатогенных бактерий после хранения в течение 25 лет под вазелино-
вым маслом. Анализ данных показал, что около 25% изученных штаммов сохрани-
ли жизнеспособность. Относительно высокая репродуктивность отмечена у штам-
мов родов  Agrobacterium,  Erwinia,  Pseudomonas (табл.4). 

 
Таблица 4. Репродукция фитопатогенных бактерий после 

хранения в течение 25 лет под вазелиновым маслом 
 

Наименование видов Общее число 
изученных штаммов 

Число штаммов 
после репродукции 

Agrobacterium tumifaciens 56 36 
A. radiobacter 1 1 
Erwinia carоtovora 84 8 
E. herbicola 1 1 
Pseudomonas tabaci 10 3 
P. lachrymans 14 5 
P.agrobacters  4 4 
Pseudomonas sp. 21 8 
Rhodococcus fascians 29 19 
Clavibacter michiganense subsp. michiganense 11 0 
Xantomonas campestris 3 0 
X. malvacearum 4 0 
X. campestris pv.beticola 140 2 
X. campestris pv.vesicatoria 20 4 
X. phaseoli 1 1 

 
Как видно из таблицы, только 3 вида Clavibacter michiganense subsp. Michi-

ganense, Xantomonas campestris, Xantomonas malvacearum не репродуцировались. 
Исходя из этого, можно сделать  вывод, что метод длительного хранения под вазе-
линовым маслом не пригоден для вышеуказанных видов.  
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Оценка репродуктивности спорообразующих и неспорообразующих бакте-

рий при различных методах консервации (лиофилизация, под слоем вазелиного 
масла, в жидком азоте и в 20%-ном глицерине) после 5 лет хранения установила, 
что жизнеспособными оказались 90-95%, а на природных субстратах 60-75%.  
Жизнеспособность дрожжей сохраняется 70-85% (табл.3), метод лиофилизации 
для данной группы микроорганизмов не был испытан. 

На основании сравнительной оценки испытанных методов можно заключить 
о преимуществе использования следующих методов консервации:  лиофилизация 
→ жидкий азот → глицерин → вазелиновое масло. 

Проведенные исследования показали также очевидные различия в репродук-
ции микроорганизмов, относящихся к различным родам и видам. 
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