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Коллекционные культуры актиномицетов в основном хранят в высушенном состоянии на адсорбентах. 
Практикуется низкотемпературное хранение актиномицетов при температуру минус 70 °С.
В статье представлены результаты исследований свойств конидий ш таммов актиномицетов Streptom yces 
lucensis ВКПМ А с-1743  и Streptom yces violaceus ВКПМ А с-1734  в процессе хранения при минус 12 °С и минус 
18 °С в растворе глицерина и в 0,9 % -ом водном растворе хлорида натрия.
Выявлено, что ингибиторная активность в нативном растворе для исследуемых ш таммов, хранившихся 
в растворе глицерина при минус 12 °С и плюс 4  °С, в результате их последующего культивирования на ги­
дролизате крахмала в течение 120 ч находится на уровне (450 ± 10) ИЕ/см3. Показатель для культур, хра­
нившихся при минус 18 °С, был выше — (560 ± 10) ИЕ/см3. Низкотемпературное хранение конидий в фи­
зиологическом растворе менее эффективно. Пигментообразование более активно при культивировании 
ш таммов, хранившихся при минус 18 °С.
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Collection cultures of actinom ycetes are mainly stored in a dried state on adsorbents. Practiced low-temperature 
storage o f actinom ycetes at minus 70 °C.
The article presents the results of investigations o f the properties of the conidia of strains of the actinom ycete 
Streptom yces lucensis VKPM A c-1743  and Streptom yces violaceus  VKPM A c-1734  is in the process o f storage at 
minus 12 °C and minus 18 °C in glycerin solution and in 0,9 % aqueous sodium chloride solution.
It was found that the inhibitory activity in the native solution for the studied strains stored in the glycerin solu­
tion at minus 12 °C and plus 4  °C, as a result of their subsequent cultivation on the starch hydrolyzate for 120 h is 
at the level o f (450 ± 10) IE/cm3. The indicator for crops stored at minus 18 °C was higher (560 ± 10) IE/cm3. Low- 
tem perature storage of conidia in saline solution is less effective. Pigm entation is more active in the cultivation 
o f strains stored at minus 18 °C.
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1. Введение

Наиболее эффективно хранение микроорганизмов раз­
личных таксономических групп при низких температурах 
(от минус 12 °С до минус 150 °С) [1]. Длительное хранение 
клеток, без утраты ценных свойств, проводится путем глу­
бокого замораживания микроорганизмов или их высуши­
вания из замороженного состояния (лиофилизация), либо 
непосредственно из жидкого состояния (¿-высушивание). 
Высокий эффект консервации этими методами достигается 
тем, что клетки, лишаясь свободной воды в условиях субну­
левых и (или) криогенных температур, переходят в состоя­
ние анабиоза.

Культуры Streptomyces относятся к роду бактерий семей­
ства Streptomycetaceae порядка актиномицетов. Согласно 
международным стандартам, для длительного хранения

бактериальных культур используют криоконсервацию (мед­
ленное замораживание при температуре минус 80 °С в при­
сутствии криопротектора).

Коллекция микроорганизмов Всероссийского научно­
исследовательского института пищевых добавок (ВНИИПД) 
располагает штаммами Streptomyces lucensis ВКПМ Ас-1743 
и Streptomyces violaceus ВКПМ Ас-1734 — продуцентами ин­
гибиторов гликозидаз, которые являются биологически 
активными веществами и потенциальными пищевыми 
микроингредиентами [2]. Ранее проведенные во ВНИИПД 
исследования показали, что штаммы стабильны и сохраня­
ют ингибиторную активность по отношению к панкреатиче­
ской а-амилазе при температуре хранения плюс 4  °С.

Целью данной работы является исследование жизнеспо­
собности, ингибиторной активности и пигментообразова-
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ния у штаммов Streptomyces lucensis ВКПМ Ас-1743 и Strepto- 
myces violaceus ВКПМ Ас-1734, хранившихся при температуре 
минус 12 °С и минус 18 °С в растворе глицерина и в 0,9 %-ом 
водном растворе хлорида натрия с последующим культиви­
рованием культур на гидролизатах крахмала.

2. Материалы и методы
Объектом исследования являлись селекционированные 

в институте штаммы Streptomyces lucensis ВКПМ Ас-1743 
и Streptomyces violaceus ВКПМ Ас-1734 — продуценты инги­
битора гликозидаз [3, 4].

Штаммы Streptomyces хранились при температурах ми­
нус 12 °С и минус 18 °С в течение 30 дней. Закладку прово­
дили в 15 %-ном растворе глицерина и в 0,9 %-ном растворе 
натрия хлорида (физрастворе) смывом со скошенной агаро­
вой среды.

Ферментацию проводили периодическим способом по 
технологии концентрированных сред в условиях шейкера- 
инкубатора Multitron (INFORS, Швейцария) в колбах вме­
стимостью 750 см3 при температуре плюс 32 ± 1 °С в течение 
120 ч [3,4].

Состав среды, г/дм3: гидролизат крахмала с декстрозным 
эквивалентом ДЕ = от 20 % до З0 % — 150; соевая мука — 5,0; 
натрий хлористый — 3,0; магний сернокислый семивод­
ный — 0,5; вода до 1 дм3; рН 7,0 [5].

Процесс восстановления замороженных клеток осу­
ществляли путем оттаивания при температуре плюс 37 °С 
в течение 3 мин. В размороженных культурах определен 
титр (КОЕ в 1см3 исходного инокулята).

Жизнеспособность конидий исследовали в результате 
высева хранившихся при низких температурах клеток на 
агаровую крахмальную среду (среду Чапека).

Ингибиторную активность определяли в нативном рас­
творе колориметрическим методом по отношению к пан­
креатической амилазе (тест-фермент) [5]. Перед определе­
нием в нативном растворе инактивировали собственную 
амилазу методом термообработки при плюс 98 ± 1 °С. Инги­
биторное действие изучали по отношению к панкреатиче­
ской амилазе («Sigma», США). Протениназную активность 
неинактивированного нативного раствора оценивали со­
гласно [6].

Пигментообразование оценивали по оптической плот­
ности нативных растворов при длинах волн от 350 до 700 нм.

Обработку экспериментальных данных проводили 
с привлечением методов математической статистики и про­
грамм Excel XP.

3. Результаты и обсуждение
Отличительной особенностью актиномицетов является

способность к синтезу пигментов, ароматических соедине­
ний, БАВ, в частности ингибиторов ферментов. Исследуе­
мые штаммы являются продуцентами ингибитора гликози- 
даз, поэтому их биосинтетическую активность оценивали
по показателю «ингибиторная активность».

Результаты исследований показали, что клетки штаммов 
Streptomyces в концентрациях 107 — 108 КОЕ/см3 сохранили 
высокую жизнеспособность при замораживании при тем­
пературе минус 12 °С и минус 18 °С после 30 дней хране­
ния. Для Streptomyces lucensis ВКПМ Ас-1743 титр находился 
в пределах от 8,3 • 107 до 2,5 • 108 КОЕ/см3, для Streptomyces vio- 
Ы еш  ВКПМ Ас-1734 — от 2,96 • 107 до 7,4 • 107 КОЕ/см3.

После первого пассажа максимальной ингибиторной 
способностью обладал штамм Streptomyces lucensis ВКПМ 
Ас-1743. Степень ингибирования находилась в пределах от 
10 % до 55 %, что соответствует показателю до закладки на 
хранение.

В сравнительном аспекте, в физрастворе активность 
исследуемых штаммов стрептомицетов была ниже в 1,1­
1,2 раза, чем при хранении в глицерине. Имеется пред­
положение, что во время замораживания и оттаивания 
некоторые виды бактерий разрушаются не в результате 
сдавливания кристаллами льда, а вследствие воздействия 
концентрированных растворов электролитов при темпера­
турах, превышающих их эвтектические точки [7]. В резуль­
тате добавления в среду глицерина концентрация электро­
литов после достижения равновесного состояния со льдом 
при любой температуре понижается. Глицерин предотвра­
щает повышение концентрации солей до уровня, вызыва­
ющего нарушение биохимических процессов в клетках ми­
кроорганизмов во время замораживания.

При температуре хранения минус 18 °С ингибиторная 
активность штаммов сохранялась на более высоком уровне, 
чем при минус 12 °С, и превышала показатель при плюс 4  °С 
(Табл. 1).

По-видимому, при более резком перепаде температур 
(с минус 18 °С на плюс 37 °С) интенсифицируется восста­
новление биохимических реакций в ответ на стрессовое 
воздействие. Аналогичный эффект получен при изучении 
протеолитической активности штаммов (Табл. 1). В процес­
се ферментации протеолитическая активность возрастала 
и достигала максимального значения в конце биотехнологи­
ческого процесса. Возможно, штаммы стрептомицетов син­
тезируют протеиназы для регулирования количества собст­
венной амилазы, конкурирующей с ингибитором в условиях 
лимитирования процесса по источнику углерода. При оцен­
ке ингибиторной активности в неинактивированном натив­
ном растворе наблюдалось увеличение амилолитической 
активности, обусловленное совместным воздействием соб­
ственной амилазы продуцента и панкреатической амилазы, 
используемой в качестве тест-фермента. В результате ин­
гибиторная активность обнаруживалась только при много­
кратном разбавлении нативного раствора, в результате ко­
торого распадался комплекс ингибитор — амилаза.

Поскольку основным критерием оценки жизнедеятель­
ности и биосинтетической способности микроорганизмов 
является активность их ферментной системы, было изучено 
влияние температурного режима на протеиназную актив­
ность штаммов стрептомицетов.

Таблица 1
Ферментативная и ингибиторная активности нативных растворов в конце процесса (120 ч)

Наименование ВКПМ A c-1743 ВКПМ A c-1734
показателя плюс 4  °С минус 12 °С минус 18 °С плюс 4  °С минус 12 °С минус 18 °С

Хранение в растворе глицерина

Ингибиторная активность, ИЕ/см3 1300± 100 1600 ± 100 1800± 100 1800 ± 100 2400 ± 100 2800 ± 200

Протеиназная активность, ед/см3 0,204 ± 0,011 0,204 ± 0,015 0,024 ± 0,002 0,144 ± 0,015 0,144 ± 0,015 0,084 ± 0,008

Хранение в физрастворе

Ингибиторная активность, ИЕ/см3 1300± 100 1100 ± 100 1600± 100 1800 ± 100 2000 ± 100 2300 ± 200

Протеиназная активность, ед/см3 0,204 ± 0,022 отсутствует отсутствует 0,052 ± 0,006 0,052 ± 0,005 отсутствует
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Рис. 1. Штамм З^ериэтусеБ ■\iiolaceus ВКПМ .А-С—173̂ 4 
культуральная жидкость; 120 ч культивир ования 

конидий, хранившихся про1 тем пературе минус 12 °С, 
минус 18 °С, плюс 4 °С в течение 30 дней

Исследуемые штаммы являются пигментообразующи­
ми. При изучении изменчивости культур стрептомицетов 
отмечено, что при выращивании на агаровых средах изме­
няется цвет’ воздушного мицелия, цвет субстратного мице­
лия остается практически без изменений. После первого 
пассажа на агаровую среду пигмент воздушного мицелия 
имел белый с сероватым оттенком цвет для обоих исследу­
емых штаммов, а субстратный — светло-желтый для Strep- 
tomyces lucensis ВКПМ Ас—1743, розовый — для Streptomyces 
violaceus ВКПМ Ас—1734, светло-коричневый для других 
культур (Рис. 1). Б течение семи суток культивирования на 
агаровой среде интенсивность пигментации у штаммов уси­
лилась, что свидетельствует об активизации биохимических 
процессов, связанных с адаптацией культур в стрессовых 
ситуациях. После хранения культур при низких температу­
рах минус 12 °С и минус 18 °С в течение 30 дней наблюдалось 
более интенсивное пигментообразование (Рис. 1). Возмож­
но, воздействие экстремальных температур приводит к ча­
стичной деструкции белков, продукты которой являются 
субстратом для тирозиназы, катализирующей окисление 
фенолов (например, тирозина) и катализирующей синтез 
меланина и других пигментов из их предшественника тиро­

зина [8]. Не исключено, что более интенсивное пигментоо­
бразование у культуры Streptomyces violaceus ВКПМ Ас—1734 
обусловлено более высокой активностью тирозиназы по 
сравнению со штаммом Streptomyces lucensis ВКПМ Ас—1743. 
Как следствие интенсивно пигментированный штамм Strep- 
tomyces violaceus ВКПМ Ас—1734 более устойчив к темпера­
турным изменениям. Штамм более устойчив к воздействию 
кислорода воздуха при глубинной ферментации в интен­
сивном режиме воздухоснабжения. Эффект более выражен 
при культивировании клеток после низкотемпературного 
хранения, что возможно обусловлено накоплением мелани- 
ниа — сильного антиоксиданта. Полученные спектральные 
кривые поглощения свидетельствует о максимуме поглоще­
ния света компонентами нативного раствора в интервале 
длин волн от 450 до 600 нм. В сравнительном аспекте пиг­
ментообразование при культивировании штаммов, хранив­
шихся в физрастворе, независимо от температуры (минус 
12 °С или минус 18 °С) было более интенсивное. Возможно, 
это обусловлено тем, что хлорид натрия усиливает диффу­
зионные процессы через клеточную мембрану, в том числе 
и экскрецию пигментов.

Таким образом, исследуемые штаммы Streptomyces 1и- 
евт15 ВКПМ Ас—1743 и Streptomyces violaceus ВКПМ Ас—1734 
сохранили высокую жизнеспособность при замораживании 
при температуре минус 12 °С и минус 18 °С и хранении в те­
чение 30 дней. Более предпочтительным криопротектором, 
обеспечивающим практически 100 %-ное сохранение инги­
биторной активности является глицерин.

4. Заключение
Исследуемые штаммы стрептомицетов сохраняют жиз­

неспособность и биосинтетическую активность при низких 
температурах. Для длительного хранения предпочтительна 
температура минуч 18 °С. Защитное действие клеточной 
структуры штаммов в большей мере обеспечивается глице­
рином. Активизация ферментной системы стрептомицетов 
интенсифицируется при более резком перепаде температур. 
Дальнейшее изучение влияния низких температур на свой­
ства стрептомицетов — продуцентов ингибиторов амилоли­
тических ферментов представляет интерес и в перспективе 
дает возможность скорректировать условия длительного 
хранения коллекционных культур.

1. Introduction
Storage of microorganisms of different taxonomic groups at 

low temperatures (from minus 12 °C to minus 150 °C) is most ef­
fective [1]. Long-term storage of cells without loss of valuable 
properties is carried out by deep freezing of microorganisms or 
their drying from the frozen state (lyophilization), or directly 
from the liquid state (L-drying). High conservation effect of 
these methods is achieved by the fact that the cells, losing free 
water in sub-zero and (or) cryogenic temperatures, go into a 
state of suspended animation.

Cultures of Streptomyces belong to the genus of bacteria of 
the family Streptomycetaceae of the order of actinomycetes. Ac­
cording to international standards, cryopreservation is used for 
long — term storage of bacterial cultures (slow freezing at a tem­
perature of minus 80 °C in the presence of a cryoprotector).

Collection of microorganisms all-Russian scientific research 
Institute of food additives (VNIIPD) has strains of Streptomy­
ces lucensis VKPM Ac-1743 and Streptomyces violaceus VKPM 
Ac-1734 — producers of the inhibitor field of glycosidase inhibi­
tion, which are biologically active substances and potential food 
microingredients [2]. Previously held in VNIIPD studies have

shown that the strains are stable and retain inhibitory activity 
against pancreatic a-amylase at a storage temperature of plus 
4  °C.

The aim of this work is to study the viability, inhibitory ac­
tivity and pigment formation in strains of Streptomyces lucen­
sis VKPM Ac-1743 and Streptomyces violaceus VKPM Ac-1734, 
stored at a temperature of minus 12 °C and minus 18 °C in a 
glycerol solution and 0,9 % aqueous solution of sodium chloride, 
followed by the cultivation of cultures on starch hydrolysates.

2. Materials and Methods
The object of the study was the selection at the Institute 

strains of Streptomyces lucensis VKPM Ac-1743 and Streptomy­
ces violaceus VKPM Ac-1734 — producers of the inhibitor field of 
glycosidase inhibition [3, 4].

Strains of Streptomyces were stored at temperatures of minus 
12 °C and minus 18 °C for 30 days. The tab was carried out in a 
15 % glycerin solution and in a 0,9 % sodium chloride solution 
(saline solution) by washing off the beveled agar medium.

Fermentation was carried out periodically using the tech­
nology of concentrated media under the conditions of the
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shaker incubator Multitron (INFORS, Switzerland) in flasks 
with a capacity of 750 cm3 at a temperature of plus 32 ± 1 ° C 
for 120 h [3, 4].

The composition of the medium, g/dm3: starch hydrolysate 
with dextrose equivalent DE = from 20 % to 30 % — 150; soy 
flour — 5,0; sodium chloride — 3,0; magnesium sulfate — 0,5; 
water to 1 dm3; pH 7,0 [5].

The process of restoration of frozen cells was carried out by 
thawing at a temperature of plus 37 °C for 3 minutes in thawed 
cultures, a titer (CFU in 1 cm3 of the original inoculate) was de­
termined.

Viability of conidia was investigated as a result of seeding of 
cells stored at low temperatures on agar starch medium (Chapek 
medium).

Inhibitory activity was determined in native solution by 
colorimetric method with respect to pancreatic amylase (test 
enzyme) [5]. Before determining the native solution was inakti- 
virovanie own amylase by the method of heat treatment at plus 
98 ± 1 °C. Inhibitory effect was studied in relation to pancreatic 
amylase («Sigma», USA). Proteinase activity of the noninactivat­
ed native solution was evaluated according to [6].

Pigment formation was assessed by the optical density of na­
tive solutions at wavelengths from 350 to 700 nm.

Processing of experimental data was carried out with in­
volvement of mathematical statistics methods and Excel XP.

3. Results and discussion
A distinctive feature of actinomycetes is the ability to syn­

thesize pigments, aromatic compounds, BAS, in particular en­
zyme inhibitors. The investigated strains are the producers of 
the inhibitor field of glycosidase inhibition, so their biosynthetic 
activity was evaluated by the measure of the «inhibitory activ- 
ity».

The results showed that the cells of Streptomyces strains in 
concentrations of 107-108 CFU/cm3 retained high viability dur­
ing freezing at a temperature of minus 12 °C and minus 18 °C af­
ter 30 days of storage. For Streptomyces lucensis VKPM Ac-1743 
titer was in the range from 8.3 • 107 to 2.5 • 108 CFU/cm3, for Strep­
tomyces violaceus VKPM Ac-1734 — from 2.96 • 107 to 7.4 • 107 
CFU/cm3.

After the first passage, the strain Streptomyces lucensis Ac- 
1743 had the maximum inhibitory capacity. The degree of inhi­
bition was in the range from 10 % to 55 %, which corresponds to 
the index prior to storage.

In the comparative aspect, in the saline activity of the stud­
ied strains of streptomycetes was 1,1-1,2 times lower than when 
stored in glycerin. There is an assumption that during freezing 
and thawing some types of bacteria are destroyed not as a re­
sult of compression by ice crystals, but as a result of the action 
of concentrated electrolyte solutions at temperatures exceeding 
their eutectic points [7]. As a result of the addition of glycerin 
to the medium, the concentration of electrolytes after reach­
ing the equilibrium state with ice at any temperature decreases. 
Glycerin prevents the increase of salt concentration to the level

that causes disturbance of biochemical processes in the cells of 
microorganisms during freezing.

At a storage temperature of minus 18 °C inhibitory activity 
of strains remained at a higher level than at minus 12 °C, and 
exceeded at plus 4  °C (Table 1).

Apparently, with a sharper temperature drop (from minus 
18 °C to plus 37 °C), the recovery of biochemical reactions in re­
sponse to stress is intensified. A similar effect was obtained in 
the study of proteolytic activity of strains (Table. 1). In the pro­
cess of fermentation, proteolytic activity increased and reached 
its maximum value at the end of the biotechnological process. 
Perhaps the strains of streptomycetes synthesize proteinases to 
regulate the amount of its own amylase, competing with the in­
hibitor in terms of limiting the process by carbon source. When 
assessing the inhibitory activity in the non-inactivated native 
solution, an increase in amylolytic activity was observed due 
to the combined effect of the producer’s own amylase and pan­
creatic amylase used as a test enzyme. As a result, inhibitory 
activity was detected only with repeated dilution of the native 
solution, which resulted in the disintegration of the inhibitor — 
amylase complex.

Since the main criterion for assessing the life and biosyn­
thetic ability of microorganisms is the activity of their enzyme 
system, the effect of temperature on the proteinase activity of 
streptomycetes strains was studied.

The studied strains are pigment-forming. When studying the 
variability of streptomycetes cultures, it was noted that the col­
or of the air mycelium changes when grown on agar media, the 
color of the substrate mycelium remains virtually unchanged. 
After the first passage on the agar medium, the pigment of 
the air mycelium had a white with a grayish tint color for both 
studied strains, and the substrate — light yellow for Streptomy- 
ces lucensis Ac-1743, pink-for Streptomyces violaceus Ac-1734, 
light brown for other cultures (Figure 1). Within seven days of 
cultivation on agar medium, the intensity of pigmentation in 
strains increased, which indicates the activation of biochemical 
processes associated with the adaptation of cultures in stress­
ful situations. After storage of crops at low temperatures mi­
nus 12 °C and minus 18 °C for 30 days, more intense pigment 
formation was observed (Figure 1). Perhaps, the influence of 
extreme temperatures leads to partial destruction of proteins, 
the products of which are a substrate for tyrosinase, catalyzing 
oxidation of phenols (for example, tyrosine) and catalyzing the 
synthesis of melanin and other pigments from their precursor 
tyrosine [8]. It is possible that the more intense pigment forma­
tion in the culture of Streptomyces violaceus Ac-1734 is due to 
the higher activity of tyrosinase compared to the strain of Strep­
tomyces lucensis Ac-1743. As a result, the intensively pigmented 
strain of Streptomyces violaceus Ac-1734 is more resistant to 
temperature changes. The strain is more resistant to air oxygen 
during deep fermentation in the intensive mode of air supply. 
The effect is more pronounced in the cultivation of cells after 
low-temperature storage, which may be due to the accumula­
tion of melanin — a strong antioxidant. The obtained spectral

Table 1
Enzymatic and inhibitory activity of native solutions at the end of the process (120 h)

Name
indicator’s

VKPM A c-1743 VKPM A c-1734

plus 4  °C minus 12 °C minus 18 °C plus 4  °C minus 12 °C minus 18 °C

Storage in glycerin solution

Inhibitory activity, IE/cm3 1300± 100 1600 ± 100 1800± 100 1800 ± 100 2400 ± 100 2800 ± 200

Proteinase activity, u/cm3 0,204 ± 0,011 0,204 ± 0,015 0,024 ± 0,002 0,144 ± 0,015 0,144 ± 0,015 0,084 ± 0,008

Storage in saline

Inhibitory activity, IE/cm3 1300± 100 1100 ± 100 1600± 100 1800 ± 100 2000 ± 100 2300 ± 200

Proteinase activity, u/cm3 0,204 ± 0,022 absent absent 0,052 ± 0,006 0,052 ± 0,005 absent
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Figure 1. Strains of Streptomyces lucensis VKPM A c-1743 
culture fluid; 120 h cultivation of clonidm, stored for 

30 days at temperature minus 12 °C, minus 18 °C, plus 4°C

absorption curves indicate the maximum absorption of light by 
the components of the native solution in the wavelength range 
from 450 to 6)00 nm. In the comparative aspect, pigment forma­

tion during the cultivation of strains stored in saline solution, 
regardless of temperature (minus 12 °C or minus 18 °C) was 
more intense. Perhaps this is due to the fact that sodium chlo­
ride enhances diffusion processes through the cell membrane, 
including the excretion of pigments.

Thus, the studied strains of Streptomyces lucensis VKPM Ac- 
1743 and Streptomyces violaceus VKPM Ac-1734 retained high 
viability when frozen at minus 12 °C and minus 18 °C and stored 
for 30 days. Glycerin is a more preferable cryoprotector provid­
ing almost 100 % preservation of inhibitory activity.

4. Conclucion
The studied strains of streptomycetes retain viability and 

biosynthetic activity at low temperatures. For long-term stor­
age, the preferred temperature is minus 18 °C. The protective 
effect of the cell structure of the strains is largely provided by 
glycerin. Activation of the enzyme system of Streptomyces in- 
tensifitsiruetsa when more drastic temperature difference. Fur­
ther study of the effect of low temperatures on the properties of 
streptomycetes — producers of inhibitors of amylolytic enzymes 
is of interest and in the future makes it possible to adjust the 
conditions of long-term storage of collection cultures.
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