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УСТОЙЧИВОСТЬ ПОТЕНЦИАЛЬНЫХ ПРОДУЦЕНТОВ АМИЛАЗЫ ALTERNARIA TENUISSIMA 

И GEOMYCES PANNORUM К ЛИОФИЛИЗАЦИИ11 
 

Цель исследования – проверка возможности лиофилизации штаммов Alternaria tenuissima и 
Geomyces pannorum, выделенных авторами в качестве потенциальных продуцентов амилазы, 
для пищевой промышленности. Конидии изучаемых штаммов суспендировали в защитных средах 
и лиофилизировали с помощью лиофилизатора Bio-Rus-4SFD. Использовали три защитные сре-
ды: стандартный желатин-сахарозный агар (сахароза 10 %, желатин 1,5 %, агар 0,01 %), реко-
мендованный Всероссийской коллекцией микроорганизмов; желатин-сахарозный агар с добавле-
нием 1 % аскорбиновой кислоты в качестве антиоксиданта; пептон-сахарозо-глицериновая 
смесь, разработанная авторами (вода дистиллированная 90 мл, глицерин 10 мл, сахароза 10 г, 
пептон 3,2 г). Контролем служили конидии, суспендированные в дистиллированной воде без лио-
протекторов. Жизнеспособность лиофилизированных конидий оценивали по их способности к 
прорастанию на агаризованной культуральной среде. Выживаемость конидий G. pannorum при 
лиофилизации во всех вариантах, за исключением контроля, была статистически значимо 
(p<0,001) выше, чем выживаемость конидий A. tenuissima. Жизнеспособность лиофилизирован-
ных конидий A. tenuissima не зависела от использования защитных сред и составила в кон-
трольном варианте 75,9 %, в варианте с желатин-сахарозным агаром 76,4 %, в варианте с 
пептон-сахарозо-глицериновой смесью 77,1 %. Жизнеспособность лиофилизированных конидий 
G. pannorum без использования защитных сред составила 82,0 %, в варианте с желатин-
сахарозным агаром 95,3 %, в варианте с пептон-сахарозо-глицериновой смесью 88,1 %. Добав-
ление в защитную среду аскорбиновой кислоты в качестве антиоксиданта привело к статис-
тически значимому (p<0,001) снижению доли выживших при лиофилизации конидий A. tenuissima 
до 7,2 %, а доли выживших конидий G. pannorum до 44,4 %. 
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RESISTANCE OF POTENTIAL AMYLASE PRODUCERS ALTERNARIA TENUISSIMA AND 
GEOMYCES PANNORUM TO LYOPHILIZATION 

 

The purpose of the study is to test the possibility of lyophilization of Alternaria tenuissima and 
Geomyces pannorum strains isolated by the authors as potential amylase producers for the food industry. 
The conidia of the studied strains 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). Conidia suspended in dis-
tilled water without lyoprotectors served as controls. The viability of lyophilized conidia was assessed by 
their ability to germinate on an agar culture medium. The survival rate of G. pannorum conidia during 
lyophilization in all variants, except for the control, was statistically significantly (p<0.001) higher than the 
survival rate of A. tenuissima conidia. The viability of lyophilized A. tenuissima conidia did not depend on 
the use of protective media and amounted to 75.9 % in the control variant, 76.4 % in the variant with gela-
tin-sucrose agar, and 77.1 % in the variant with peptone-sucrose-glycerol mixture. The viability of lyophi-
lized G. pannorum conidia without the use of protective media was 82.0 %, in the variant with gelatin-
sucrose agar 95.3 %, in the variant with peptone-sucrose-glycerol mixture 88.1 %. The addition of ascorbic 
acid as an antioxidant to the protective medium led to a statistically significant (p<0.001) decrease in the 
proportion of A. tenuissima conidia surviving during lyophilization to 7.2 %, and the proportion of 
G. pannorum conidia surviving to 44.4 %. 
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Введение. Одними из наиболее востребо-
ванных ферментов микробного происхождения, 
применяемых в пищевой и перерабатывающей 
промышленности, а также в сельском хозяйстве, 
являются амилазы, на долю которых приходится 
около 25 % мирового рынка ферментов. Микроб-
ные амилазы применяют для конверсии крахма-
ла в олигосахариды и в глюкозу в бродильных и 
крахмало-паточных производствах, для отбели-
вания сырья в бумажном и текстильном произ-
водствах, в качестве биодобавок к моющим 
средствам, а также в качестве добавок в крах-

малсодержащие корма в птицеводстве и живот-
новодстве для повышения их усвояемости [1–3]. 

Несмотря на обилие амилолитических штам-
мов, применяемых в промышленности, постоян-
но идет поиск новых, в т. ч. нетрадиционных про-
дуцентов микробных амилаз. В качестве одного 
из перспективных продуцентов амилолитических 
ферментов рассматриваются грибы р. Alternaria 
[4–6]. Другим перспективным продуцентом, поз-
воляющим осуществлять процесс при понижен-
ной температуре, являются выделенные из пещер 
низкотемпературные амилолитические штаммы 
Geomyces pannorum [7, 8]. 
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Использование штаммов в биотехнологичес-
ких процессах невозможно без сохранения их 
исходных вариантов в микробиологических кол-
лекциях. Общепризнанным, наиболее надеж-
ным способом такого сохранения считается их 
сублимационное высушивание из замороженно-
го состояния (лиофилизация) [9, 10]. Главной 
проблемой при лиофилизации является воз-
можная гибель микробных клеток в процессе 
замораживания и высушивания. Для решения 
этой проблемы используют разнообразные эм-
пирически подбираемые защитные среды, по-
вышающие долю выживших при лиофилизации 
клеток [11]. 

Цель исследований – изучение возможнос-
ти лиофилизации выделенных авторами в ходе 
предыдущих исследований амилолитических 
штаммов Alternaria tenuissima К22 и Geomyces 
pannorum ВКМ F-4777D. 

Задачи: проверка возможности сохранения 
жизнеспособности штаммов при лиофилизации 
без использования защитных сред, с использо-
ванием стандартных защитных сред; выбор за-

щитной среды, обеспечивающей максимальное 
сохранение жизнеспособности исследуемых 
штаммов при лиофилизации. 

Объекты и методы. Объектами исследова-
ния служили выделенные авторами штаммы 
Alternaria tenuissima К22 и Geomyces pannorum 
ВКМ F-4777D. Штамм Alternaria tenuissima К22 
выделен из инфицированного зерна яровой пше-
ницы, штамм G. pannorum ВКМ F-4777D выделен 
из грунта карстовой пещеры Караульная-2 и за-
патентован в качестве низкотемпературного про-
дуцента амилазы [12]. Оба штамма характери-
зуются высокой амилолитической активностью 
(рис. 1). 

Конидии изучаемых штаммов суспендиро-
вали в одной из защитных сред, после чего 
лиофилизировали в лиофильной сушилке Bio-
Rus-4SFD в следующем режиме: заморажива-
ние при –36 °C в течение 5 ч; основная сушка 
при –40 °C в течение 15 ч при давлении 60 Па; 
вторичная сушка с шагом от 5 °C до 15 °C при 
давлении 80 Па в течение 5 ч [13, 14]. 

 

 
 

Рис. 1. Амилолитическая активность изучаемых штаммов: 1 – A. tenuissima К22; 2 – G. pannorum 
ВКМ F-4777D 

 

В качестве защитных сред использовали са-
харозо-желатиновый агар (среду Файбича) [15, 
16], среду Файбича с 1 % аскорбиновой кислоты 
в качестве антиоксиданта [17] и разработанную 
авторами пептон-сахарозо-глицериновую среду 
следующего состава: пептон ферментативный 
сухой – 3,2 г; сахароза – 10 г; глицерин – 10 мл; 

вода дистиллированная – 90 мл. Контролем слу-
жили конидии, суспендированные в дистиллиро-
ванной воде без добавления лиопротекторов. 

Жизнеспособность конидий после лиофили-
зации определяли прямым методом по их спо-
собности к прорастанию на агаризованной пита-
тельной среде (рис. 2).  
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Долю выживших конидий определяли как от-
ношение числа конидий, сформировавших про-
ростковые гифы, к общему числу конидий. 
Среднее число конидий, просмотренных в каж-

дом варианте на предмет наличия проростко-
вых гиф, составило 168 шт. для A. tenuissima 
К22 и 282 шт. для G. pannorum ВКМ F-4777D. 

 

 
 

Рис. 2. Примеры непроросших (1) и проросших (2) конидий изучаемых штаммов: верхние 
фотографии – A. tenuissima К22; нижние фотографии – G. pannorum ВКМ F-4777D 

 
Статистическую значимость различий между 

контрольным вариантом и вариантами с защит-
ными средами по доле проросших конидий про-
веряли точным тестом Фишера для таблиц 2 × 2 
с использованием GraphPad QuickCalcs в каче-
стве программного обеспечения. 

Результаты и их обсуждение. Выживае-
мость конидий A. tenuissima К22 в контроле (без 
использования защитной среды) составила 
75,9 %. Использование защитной среды Файби-
ча и пептон-сахарозо-глицериновой среды не 
привело к статистически значимому изменению 
доли выживших конидий, которая составила 
76,4 % для среды Файбича и 77,1 % для пептон-
сахарозо-глицериновой среды. Введение аскор-
биновой кислоты в среду Файбича привело к 

статистически значимому (p < 0,001) снижению 
доли выживших конидий до 7,2 % (рис. 3). 

Выживаемость конидий G. pannorum ВКМ F-
4777D в контроле (без использования защитной 
среды) составила 82,0 %. Использование за-
щитной среды Файбича привело к статистически 
значимому (p < 0,001) увеличению доли выжив-
ших конидий до 95,3 %. Пептон-сахарозо-
глицериновая среда также статистически зна-
чимо (p < 0,05) увеличила долю выживших ко-
нидий до 88,1 %. Как и в случае с A. tenuissima 
К22, введение аскорбиновой кислоты в среду 
Файбича привело к статистически значимому 
(p < 0,001) снижению доли выживших конидий 
G. pannorum ВКМ F-4777D (до 44,4 %) (рис. 4). 
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Рис. 3. Прорастание лиофилизированных конидий A. tenuissima К22  
в разных вариантах эксперимента 

 

 
 

Рис. 4. Прорастание лиофилизированных конидий G. pannorum ВКМ F-4777D  
в разных вариантах эксперимента 
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В целом по эксперименту выживаемость ко-
нидий G. pannorum при лиофилизации во всех 
вариантах, за исключением контроля, была ста-

тистически значимо (p < 0,001) выше, чем вы-
живаемость конидий A. tenuissima (табл.). 

 
Различия между прорастанием конидий A. tenuissima К22 и G. pannorum ВКМ F-4777D  

в разных вариантах эксперимента 
 

Вариант защитной среды 
Различие Статистическая значимость различий 

раз 
процентных 

пунктов 
p двустороннее p одностороннее 

Контроль без лиопротекторов 1,08 6,1 0,1320 0,0691 

Среда Файбича 1,25 18,9 < 0,0001 < 0,0001 

Среда Файбича с аскорбиновой кислотой 6,16 37,2 < 0,0001 < 0,0001 

Пептон-сахарозо-глицериновая среда 1,14 11,0 0,0005 0,0003 

 
Таким образом, A. tenuissima К22 и G. Panno-

rum ВКМ F-4777D при лиофилизации продемон-
стрировали хорошую выживаемость конидий, 
которая даже без использования защитных сред 
сохраняется на уровне, вполне достаточном для 
практического использования лиофилизирован-
ных культур при хранении этих штаммов. 

 
Заключение 

 
1. Оба изученных штамма демонстрируют 

высокую (75,9 % у A. tenuissima К22 и 82,0 % у 
G. pannorum ВКМ F-4777D) жизнеспособность 
конидий после лиофилизации без использова-
ния защитных сред. 

2. Защитные среды не оказывают статисти-
чески значимого влияния на выживаемость ко-
нидий A. tenuissima К22 и статистически значи-
мо повышают выживаемость конидий G. Pann-
orum ВКМ F-4777D (в 1,16 раза при использова-
нии среды Файбича и в 1,07 раза при использо-
вании пептон-сахарозо-глицериновой среды). 

3. Введение в среду Файбича аскорбиновой 
кислоты в качестве антиоксиданта ведет к зна-
чительному снижению доли выживших при лио-
филизации конидий (в 10,61 раза у A. tenuissima 
К22 и в 2,15 раза у G. pannorum ВКМ F-4777D). 

4. На основе полученных результатов можно 
рекомендовать проведение лиофилизации ко-
нидий A. tenuissima К22 без использования за-
щитных сред, а лиофилизацию конидий G. Pan-
norum ВКМ F-4777D – с использованием защит-
ной среды Файбича либо без использования 
защитных сред. 
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