
Ââåäåíèå
Âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâà-

íèé àêòèíîìèöåòîâ — ïðîäóöåíòîâ àíòèáèîòè÷åñ-

êèõ âåùåñòâ èìåþò ìåòîäû ïîääåðæàíèÿ æèçíå-

ñïîñîáíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ, ïîçâîëÿþùèå

ñîõðàíÿòü èõ àíòèáèîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü íà ïî-

ñòîÿííîì óðîâíå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èñïîëüçóåòñÿ

ðÿä ìåòîäîâ ñîõðàíåíèÿ êóëüòóð — ïðîäóöåíòîâ

àíòèáèîòèêîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ èõ äëèòåëüíîå

ïðåáûâàíèå â àêòèâíîì ñîñòîÿíèè: êðèîêîíñåðâà-

öèÿ â æèäêîì àçîòå, ëèîôèëèçàöèÿ è íèçêîòåìïå-

ðàòóðíîå çàìîðàæèâàíèå. Â îñíîâó ýòèõ ìåòîäîâ

ïîëîæåí ïðèíöèï çàäåðæêè ðàçâèòèÿ ìèêðîîðãà-

íèçìîâ — ïåðåâîä êëåòîê â ñîñòîÿíèå àíàáèîçà,

÷òî âåä¸ò ê ñíèæåíèþ èëè ïðåêðàùåíèþ ìåòàáî-

ëè÷åñêèõ ïðîöåññîâ [1—7].

Îäíèì èç ñîâðåìåííûõ è äîñòóïíûõ ñïîñîáîâ

õðàíåíèÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ ÿâëÿåòñÿ çàìîðàæè-

âàíèå è õðàíåíèå êóëüòóð â óñëîâèÿõ ñïåöèàëèçè-

ðîâàííûõ ìîðîçèëüíèêîâ ïðè òåìïåðàòóðàõ —

70°Ñ…96°Ñ [2, 4, 8]. Îñíîâíûìè ïîâðåæäàþùèìè
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Èññëåäîâàíî âëèÿíèå íèçêîòåìïåðàòóðíîãî õðàíåíèÿ (-70°Ñ) â òå÷åíèå 1,5 ëåò íà æèçíåñïîñîáíîñòü è àíòèáèîòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü àêòèíîáàêòåðèé Streptomyces hygroscopicus RIA 1433T, Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata INA 4281 è
Nonomuraea sp. INA 34-06. Ñïîðû èññëåäîâàííûõ àêòèíîáàêòåðèé â êîíöåíòðàöèÿõ 105—107 ÊÎÅ/ìë ñîõðàíÿëè âûñîêóþ
æèçíåñïîñîáíîñòü ïðè çàìîðàæèâàíèè, îäíàêî èçó÷àåìûå øòàììû îòëè÷àëèñü ïî ñîõðàíåíèþ àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè
òåñò-îðãàíèçìà Micrococcus luteus ATCC 9341: êîëîíèè S.hygroscopicus RIA 1433T ïîëíîñòüþ ñîõðàíèëè àíòèáèîòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè òåñò-îðãàíèçìà Micrococcus luteus ATCC 9341, ó øòàììà Nonomuraea roseoviolacea subsp. carmi-
nata íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå àíòèáèîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íà 5%, ïîòåðÿ àíòèáèîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè øòàììîì
Nonomuraea sp. INA 34-06 ñîñòàâèëà 44%. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ñóñïåíçèé ñ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé ñïîð (102 ÊÎÅ/ìë) âû-
ÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â óñòîé÷èâîñòè èññëåäîâàííûõ øòàììîâ ê äåéñòâèþ íèçêèõ òåìïåðàòóð: øòàìì S.hygroscopicus RIA
1433T ïîëíîñòüþ ñîõðàíèë æèçíåñïîñîáíîñòü è àíòèáèîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðè õðàíåíèè â òå÷åíèå 1,5 ëåò, â òî âðåìÿ
êàê øòàììû N.roseoviolacea subsp. carminata INA 4281 è N. sp. INA 34-06 óòðàòèëè æèçíåñïîñîáíîñòü ê 8-ìó ìåñÿöó õðà-
íåíèÿ. Èñïîëüçîâàííûé â êà÷åñòâå êðèîïðîòåêòîðà 10% ðàñòâîð ãëèöåðèíà íå âëèÿåò íà æèçíåñïîñîáíîñòü è àíòèáèîòè-
÷åñêóþ àêòèâíîñòü äàííûõ àêòèíîáàêòåðèé. 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àêòèíîáàêòåðèè, õðàíåíèå êóëüòóð, íèçêîòåìïåðàòóðíàÿ êîíñåðâàöèÿ.

The influence of storage of actinobacteria Streptomyces hygroscopicus RIA 1433T, Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata INA
4281 and Nonomuraea sp. INA 34-06 at extremely low temperatures (-70°Ñ) for 1.5 years was studied with respect to their viabil-
ity and antibiotic activity. The spores of the actinobacteria preserved their high viability when freezed at a concentration of 105—107

CFU/ml. As for the antibiotic activity against the test culture Micrococcus luteus ATCC 9341, the strains differed: the S.hygroscop-
icus RIA 1433T colonies preserved their antibiotic activity against the test culture, the antibiotic activity of Nonomuraea roseovio-
lacea subsp. carminata lowered by 5% and that of N. sp. INA 34-06 lowered by 44%. Differences in the resistance of the strains to
the storage at the extremely low temperatures were observed when the suspensions contained low concentrations of the spores (102

CFU/ml): S.hygroscopicus RIA 1433T preserved its viability and antibiotic activity during 1.5 years, while N.roseoviolacea subsp.
carminata INA 4281 and N. sp. INA 34-06 lost the viability by the 8th month of the storage. The study showed that 10% glycerol
solution used as a cryoprotector during the storage had no effect on viability and antibiotic activity of the actinobacteria.

Key words: actinobacteria, storage, low temperature preservation.
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ôàêòîðàìè ïðè çàìîðàæèâàíèè ÿâëÿþòñÿ îáðàçî-

âàíèå êðèñòàëëîâ ëüäà, êîëåáàíèå îñìîòè÷åñêîãî

äàâëåíèÿ, âîçäåéñòâèå ýëåêòðîëèòîâ [4, 9—11]

Äëÿ çàùèòû êëåòîê îò ïîâðåæäåíèÿ ïðè çàìîðà-

æèâàíèè èñïîëüçóþò ñïåöèàëüíûå âåùåñòâà —

êðèîïðîòåêòîðû. Ê ïåðâîìó òèïó êðèîïðîòåêòî-

ðîâ îòíîñÿòñÿ ãëèöåðèí è äèìåòèëñóëüôîêñèä

(ÄÌÑÎ), êîòîðûå ëåãêî ïðîíèêàþò ÷åðåç ìåìá-

ðàíó è îáåñïå÷èâàþò êàê âíóòðèêëåòî÷íóþ, òàê è

âíåêëåòî÷íóþ çàùèòó îò çàìîðàæèâàíèÿ. Êî âòî-

ðîìó âèäó êðèîïðîòåêòîðîâ îòíîñÿòñÿ òàêèå âå-

ùåñòâà, êàê ñàõàðîçà, ëàêòîçà, ãëþêîçà, ìàííèò,

ñîðáèò, äåêñòðàí, ïîëèâèíèëïèððîëèäîí, ïîëè-

ãëèêîëü è äð., êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò çàùèòíîå

äåéñòâèå íà íàðóæíîé ïîâåðõíîñòè êëåòî÷íîé

ìåìáðàíû. Ïðîòåêòîðû ïåðâîãî òèïà îêàçàëèñü

áîëåå ýôôåêòèâíûìè è ïðèãîäíûìè äëÿ øèðîêî-

ãî êðóãà áàêòåðèé [2, 4, 7—9, 12—14].

Êðèîóñòîé÷èâîñòü ìèêðîîðãàíèçìîâ çàâèñèò

îò èõ òàêñîíîìè÷åñêîé ïðèíàäëåæíîñòè, ôèçèîëî-

ãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ, êîíöåíòðàöèè êëåòîê, ðåæè-

ìîâ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ, íàëè÷èÿ çàùèòíîé

ñðåäû, îò òåìïåðàòóðû è ñêîðîñòè îòîãðåâà. Ðàç-

ëè÷íîé êðèîóñòîé÷èâîñòüþ îáëàäàþò ìèêðîîðãà-

íèçìû íå òîëüêî ðàçíûõ ðîäîâ, âèäîâ, íî è ðàçíûõ

øòàììîâ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ìèêðîîðãàíèçìû íàèáî-

ëåå óñòîé÷èâû ê çàìîðàæèâàíèþ â êîíöå ëîãàðèô-

ìè÷åñêîé ñòàäèè ðîñòà èëè â íà÷àëå ñòàöèîíàðíîé

ôàçû. Â ëèòåðàòóðå òàêæå åñòü äàííûå î òîì, ÷òî

ñïîðîîáðàçóþùèå ìèêðîîðãàíèçìû áîëåå óñòîé-

÷èâû ê êðèîçàìîðàæèâàíèþ [4—6, 8].

Êàê èçâåñòíî, àäàïòàöèÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ ê

óñëîâèÿì îêðóæàþùåé ñðåäû âî ìíîãîì çàâèñèò îò

ñîñòàâà è ñòðîåíèÿ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Íîðìàëü-

íîå ôóíêöèîíèðîâàíèå, ñòàáèëüíîñòü êëåòî÷íûõ

ìåìáðàí â ïåðâóþ î÷åðåäü îïðåäåëÿåòñÿ ôèçèêî-

õèìè÷åñêèì ñîñòîÿíèåì ìîëåêóë ôîñôîëèïèäîâ —

îñíîâíûõ ñòðóêòóðîîáðàçóþùèõ êîìïîíåíòîâ êëå-

òî÷íûõ ìåìáðàí [15]. Ðàíåå íàìè áûë èçó÷åí ñîñòàâ

ëèïèäíûõ ôðàêöèé êëåòî÷íûõ ìåìáðàí [16], êðîìå

òîãî, ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ðåíòãåíîâñêîé äèôðàêöèè

áûëà ïîëó÷åíà èíôîðìàöèÿ î ôàçîâî-ñòðóêòóðíîé

îðãàíèçàöèè ôîñôîëèïèäíûõ ôðàêöèé êëåòî÷íûõ

ìåìáðàí àêòèíîáàêòåðèé: Streptomyces hygroscopicus
RIA 1433T, Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata
INA 4281 è Nonomuraea sp. INA 34-06 â çàâèñèìîñòè

îò óðîâíÿ ãèäðàòàöèè, à òàêæå ñòàáèëüíîñòè îñíîâ-

íûõ ñòðóêòóðíûõ ïàðàìåòðîâ ëèïèäíûõ ôðàêöèé

ïðè õðàíåíèè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôîñôîëèïèäû

S.hygroscopicus îáðàçóþò ìóëüòèëàìåëëÿðíûå ñëîè

äîñòàòî÷íî ïëîòíîé óïàêîâêè. Ôîñôîëèïèäíàÿ

ôðàêöèÿ ýòîãî ìèêðîîðãàíèçìà ïî ñâîåé ñòðóêòóð-

íîé îðãàíèçàöèè îòëè÷àëàñü îäíîðîäíîñòüþ è ñòà-

áèëüíîñòüþ ïðè õðàíåíèè â òå÷åíèå 10 ìåñÿöåâ ïðè

4°Ñ. Íàïðîòèâ, ëèïèäû ôîñôîëèïèäíûõ ôðàêöèé

Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata INA 4281 è

Nonomuraea sp. INA 34-06 ôîðìèðîâàëè ëàìåëëÿð-

íóþ è ãåêñàãîíàëüíóþ (ÍII) ôàçû. Ïðè ýòîì èõ ôà-

çîâîå ñîñòîÿíèå çàâèñåëî îò óðîâíÿ ãèäðàòàöèè è

èçìåíÿëîñü â ïðîöåññå õðàíåíèÿ. Ïîëó÷åííàÿ èí-

ôîðìàöèÿ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âûÿâëåí-

íûå ðàçëè÷èÿ â îðãàíèçàöèè è ñòàáèëüíîñòè ìåìá-

ðàííûõ ñòðóêòóð èññëåäîâàííûõ àêòèíîáàêòåðèé

ìîãóò ñëóæèòü ïîêàçàòåëåì èõ óñòîé÷èâîñòè ê ïî-

âðåæäàþùèì ôàêòîðàì êîíñåðâàöèè. 

Öåëü íàøåãî èññëåäîâàíèÿ — èçó÷èòü âûæèâà-

åìîñòü àêòèíîìèöåòîâ Streptomyces hygroscopicus
RIA 1433T, Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata
INA 4281 è Nonomuraea sp. INA 34-06 è ñîõðàíåíèå

èìè àíòèáèîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðè õðàíåíèè â

óñëîâèÿõ íèçêèõ òåìïåðàòóð (-70°Ñ). 

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ ÿâèëèñü äâà êîëëåêöèîííûõ

øòàììà àêòèíîáàêòåðèé Streptomyces hygroscopicus RIA 1433T,

Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata INA 4281 ïðîäóöåíò

ïðîòèâîîïóõîëåâîãî àíòèáèîòèêà êàðìèíîìèöèíà [17] è ñâå-

æåâûäåëåííûé èç ïî÷âû øòàìì Nonomuraea sp. INA 34-06. 

Àíòèáèîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü èçó÷àåìûõ àêòèíîáàêòå-

ðèé â îòíîøåíèè ðÿäà òåñò-îðãàíèçìîâ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì

øòðèõà [18].

Øòàììû àêòèíîáàêòåðèé âûðàùèâàëè íà îâñÿíîì àãàðå

ïðè òåìïåðàòóðå 28°Ñ äî ñïîðîíîøåíèÿ [19]. Äëÿ îòäåëåíèÿ

ñïîð îò ìèöåëèÿ ïðîèçâîäèëè ñìûâ êóëüòóðû ñòåðèëüíîé äèñ-

òèëëèðîâàííîé âîäîé ñî ñêîøåííîé àãàðîâîé ñðåäû â ïðîáèð-

êå. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ îòôèëüòðîâûâàëè ÷åðåç ñòåðèëü-

íûé áóìàæíûé ôèëüòð «Ô» ÃÎÑÒ 12026-76 («Õèììåä» ÐÔ).

Ñïîðîâûå ñóñïåíçèè áûëè èñïîëüçîâàíû â ñëåäóþùèõ êîí-

öåíòðàöèÿõ: 102 105, 106, 107 ÊÎÅ/ìë. Êîíöåíòðàöèè ñïîð 105—

107 ÊÎÅ/ìë ïîëó÷àëè ïðè ñìûâå âîçäóøíîãî ìèöåëèÿ àêòèíî-

ìèöåòà, âûðîñøåãî íà îäíîé ïðîáèðêå ñî ñêîøåííîé îâñÿíîé

ñðåäîé, 10 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Êîíöåíòðàöèè êëåòîê

102 áûëè ïîëó÷åíû ðàçâåäåíèåì èñõîäíîé ñóñïåíçèè. 

Äëÿ ïîâûøåíèÿ óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê âîçäåéñòâèþ íèç-

êèõ òåìïåðàòóð, êàê èçâåñòíî, öåëåñîîáðàçíî ïðèìåíåíèå çà-

ùèòíûõ âåùåñòâ. Â êà÷åñòâå êðèîïðîòåêòîðà ïðèìåíÿëè ãëè-

öåðèí («Ðåàõèì», ÐÔ) â êîíöåíòðàöèè 10%. 

Äëÿ çàìîðîçêè ñïîðîâûõ ñóñïåíçèé èñïîëüçîâàëè êðèî-

ïðîáèðêè («Greiner bio-one», Ãåðìàíèÿ). Çàìîðàæèâàíèå è

õðàíåíèå îáðàçöîâ ïðîâîäèëîñü â íèçêîòåìïåðàòóðíîì ìîðî-

çèëüíèêå Revco («Thermo Scientific», ÑØÀ) ïðè -70°Ñ. 

Ïðîöåññ âîññòàíîâëåíèÿ çàìîðîæåííûõ êëåòîê îñóùå-

ñòâëÿëè ïóò¸ì îòòàèâàíèÿ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. 

×èñëî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïîä-

ñ÷¸òà ÊÎÅ ïîñëå âûñåâà ïðîá íà ÷àøêè Ïåòðè ñ àãàðîâîé ñðå-

äîé 2 Ãàóçå [19]. Ïðîöåíò âûæèâøèõ ÊÎÅ àêòèíîáàêòåðèé

ðàññ÷èòûâàëè îòíîñèòåëüíî ÷èñëà ÊÎÅ, ïîäñ÷èòàííûõ äî

êðèîêîíñåðâàöèè. Âûñåâ ïðîá ïðîâîäèëè êàæäûé ìåñÿö â òå-

÷åíèå 1,5 ëåò. 

Àíòèáèîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü âûðîñøèõ ïîñëå õðàíåíèÿ

ÊÎÅ îïðåäåëÿëè ïóò¸ì çàñåâà ÷àøåê Ïåòðè ñ âûðîñøèìè êî-

ëîíèÿìè àêòèíîìèöåòîâ äâóõñóòî÷íîé êóëüòóðîé Micrococcus
luteus ATCC 9341. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå ñóòîê ïðè òåì-

ïåðàòóðå 37°Ñ ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî êîëîíèé àêòèíîáàê-

òåðèé ñ çîíàìè ïîäàâëåíèÿ ðîñòà òåñò-îðãàíèçìà.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Microsoft Office

Excel 2010.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ïðîâåä¸ííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî âû-

æèâàåìîñòü ñïîðîâûõ ñóñïåíçèé àêòèíîáàêòåðèé

S.hygroscopicus RIA 1433T, N.roseoviolacea subsp.

carminata INA 4281 è Nonomuraea sp. INA 34-06 â
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êîíöåíòðàöèè 105 ÊÎÅ ñîñòàâëÿåò 100% ïîñëå 1,5

ëåò õðàíåíèÿ ïðè òåìïåðàòóðå -70°Ñ. Â îïûòàõ ñ

èñïîëüçîâàíèåì êðèîïðîòåêòîðà — 10% ðàñòâîðà

ãëèöåðèíà, è áåç íåãî âûæèâàåìîñòü àêòèíîáàêòå-

ðèé áûëà îäèíàêîâîé (òàáë. 1).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò î òîì, ÷òî

äàííûå àêòèíîáàêòåðèè â ñòàäèè ñïîðîíîøåíèÿ

îáëàäàþò âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê çàìîðàæèâà-

íèþ è õðàíåíèå ñïîðîâûõ ñóñïåíçèé â òå÷åíèå îä-

íîãî ãîäà ìîæíî îñóùåñòâëÿòü áåç ïðèìåíåíèÿ

êðèîïðîòåêòîðà. Îòñóòñòâèå ñóùåñòâåííûõ ðàç-

ëè÷èé ïðè õðàíåíèè àêòèíîáàêòåðèé ñ êðèîïðî-

òåêòîðîì è áåç íåãî òàêæå áûëî îòìå÷åíî â ðàáîòå

Êàìåíñêèõ ñ ñîàâòîðàìè [2] ïðè õðàíåíèè ïðè -

85°Ñ àëêàíîòðîôíûõ àêòèíîáàêòåðèé ðîäà

Rhodococcus. 

Èçâåñòíî, ÷òî ïðè õðàíåíèè ìèêðîîðãàíèç-

ìîâ êîëëåêöèîííûõ è ïðîìûøëåííûõ øòàììîâ,

ïîìèìî ïîòåðè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, íà-

áëþäàþòñÿ òàêæå ïðîöåññû ïîïóëÿöèîííîé èç-

ìåí÷èâîñòè. Ïðè ýòîì äîìèíàíòíûé ôåíîòèï çà-

ìåùàåòñÿ äðóãèì ñ èçìåíåííûìè ñâîéñòâàìè è

ïðîäóêòèâíîé àêòèâíîñòüþ, ïðîèñõîäèò ïîòåðÿ

øòàììàìè ïðèîðèòåòíûõ ñâîéñòâ [6]. 

Èçó÷àåìûå êóëüòóðû àêòèíîáàêòåðèé îáëàäà-

þò àíòèáèîòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè

ðÿäà òåñò-îðãàíèçìîâ (òàáë. 2).

Íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà õðàíåíèÿ ïðî-

âîäèëñÿ êîíòðîëü àíòèáèîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè â

îòíîøåíèè òåñò-îðãàíèçìà Micrococcus luteus. Â

òå÷åíèå 1,5 ëåò ïîëíîñòüþ ñîõðàíèë àíòèáèîòè÷å-

ñêóþ àêòèâíîñòü øòàìì S.hygroscopicus, íåáîëü-

øîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè (5%) íàáëþäàëîñü ó

N.roseoviolacea subsp. carminata, ñàìàÿ áîëüøàÿ ïî-

òåðÿ àêòèâíîñòè (37%) áûëà ó Nonomuraea sp. INA

34-06 (ðèñ. 1).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî àíòèáèîòè÷åñêàÿ àêòèâ-

íîñòü øòàììà Nonomuraea sp. INA 34-06 ïðè õðà-

íåíèè â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ â ïðîáèðêàõ íà ïëîò-

íûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ òàêæå áûëà íåñòàáèëüíà.

Äëÿ ïîääåðæàíèÿ àíòèáèîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè

øòàììà ðåãóëÿðíî ïðîâîäèëè îòáîð àíòèáèîòè÷å-

ñêè àêòèâíûõ êîëîíèé. Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ

äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî îòâåòîì íà âîçäåéñòâèå íèç-
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Íàçâàíèå øòàììà Íàëè÷èå êðèîïðîòåêòîðà ×èñëî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê
äî çàìîðîçêè ÷åðåç 1 ãîä ÷åðåç 1,5 ãîäà

Nonomuraea sp. INA 34-06 íåò 56,8±4,65•105 57±3,75•105 56,6±3,46•105

10% ð-ð ãëèöåðèíà 58,3±4,25•105 57±2,92•105 58,4±6,6•105

S.hygroscopicus RIA 1433T íåò 20±1,31•105 18,8±1,33•105 19,8±2,1•105

10% ð-ð ãëèöåðèíà 18,4±1,83•105 18,9±1,25•105 18,9±1,57•105

N.roseoviolacea subsp. carminata INA 4281 íåò 23±1,05•105 23,6±0,98•105 23,2±1,05•105

10% ð-ð ãëèöåðèíà 18,6±0,84•105 18,4±0,98•105 18,6±0,83•105

Таблица 1. Жизнеспособность исследуемых культур актинобактерий при хранении при температуре �70°С

Íàçâàíèå òåñò-îðãàíèçìà Àíòèáèîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü (äèàìåòð çîíû ïîäàâëåíèÿ ðîñòà, ìì)
S.hygroscopicus N.roseoviolacea subsp. Nonomuraea sp. 

RIA 1433T carminata INA 4281 INA 34-06

Staphylococcus aureus ÈÍÀ 00985 (209Ð) > 25 10 10 

Staphylococcus aureus ÈÍÀ 00761 (MRSA) > 25 10 5 

Staphylococcus aureus ÈÍÀ 00762 (209Ð/ÓÔ-2) > 25 15 5 

Micrococcus luteus ATCC 9341 > 25 10 7 

Bacillus subtilis ATCC 6533 10 5 5 

Esherichia coli ATCC 25922 10 — —

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 — — —

Saccharomyces cerevisiae Y1334 15 — —

Таблица 2. Антибиотическая активность актинобактерий S.hygroscopicus RIA 1433T, N.roseoviolacea subsp.
carminata INA 4281 и Nonomuraea sp. INA 34�06 в отношении тест�организмов

Рис. 1. Антибиотическая активность актинобактерий
S.hygroscopicus RIA 1433T, N.roseoviolacea subsp.
carminata INA 4281 и Nonomuraea sp. INA 34�06 в от�
ношении Micrococcus luteus до заморозки (0) и после
1,5 лет хранения при �70°С



êèõ òåìïåðàòóð (-70°Ñ) ÿâëÿåòñÿ

ïîòåðÿ àíòèáèîòè÷åñêîé àêòèâíî-

ñòè êîëîíèÿìè øòàììà

Nonomuraea sp. INA 34-06. 

Ïðè çàìîðàæèâàíèè ñïîðî-

âûõ ñóñïåíçèé èññëåäóåìûõ êóëü-

òóð â áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöè-

ÿõ (106 è 107) âûæèâàåìîñòü â

òå÷åíèå 1,5 ëåò ñîñòàâèëà 100% ó

êàæäîãî øòàììà, òàê æå êàê è â

îïûòå, ãäå êîíöåíòðàöèÿ ñïîðî-

âûõ ñóñïåíçèé ñîñòàâëÿëà 105

ÊÎÅ/ìë. Ñòðåïòîìèöåò ïîëíî-

ñòüþ ñîõðàíèë àíòèáèîòè÷åñêóþ

àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè

Micrococcus luteus; ó øòàììà

N.roseoviolacea subsp. carminata íà-

áëþäàëàñü íåáîëüøàÿ 3—4% ïî-

òåðÿ àêòèâíîñòè ê êîíöó ïåðèîäà

õðàíåíèÿ, ó øòàììà Nonomuraea
sp. INA 34-06 ïîòåðÿ àêòèâíîñòè

ñîñòàâèëà 40—41% ïî ñðàâíåíèþ

ñ àêòèâíîñòüþ äî çàìîðîçêè. 

Äëÿ âûÿñíåíèÿ æèçíåñïîñîá-

íîñòè êëåòîê ïðè èõ áîëåå íèçêèõ

êîíöåíòðàöèÿõ ñïîðîâûå ñóñ-

ïåíçèè áûëè çàìîðîæåíû â êîí-

öåíòðàöèè 102 ÊÎÅ/ìë. Áûëî

òàêæå èçó÷åíî âëèÿíèå êðèîïðî-

òåêòîðà íà âûæèâàåìîñòü øòàì-

ìîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî-

êàçàëè, ÷òî äàæå ïðè íèçêèõ

êîíöåíòðàöèÿõ ñïîðîâûõ ñóñ-

ïåíçèé øòàìì S.hygroscopicus íå

òîëüêî íå óòðàòèë æèçíåñïîñîá-

íîñòè, íî è ïîëíîñòüþ ñîõðàíèë

àíòèáèîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â

îòíîøåíèè Micrococcus luteus â

òå÷åíèå 1,5 ëåò â îòëè÷èå îò êóëü-

òóð ðîäà Nonomuraea, êîòîðûå

ïîëíîñòüþ óòðàòèëè æèçíåñïî-

ñîáíîñòü ïîñëå 8 ìåñÿöåâ õðàíå-

íèÿ (ðèñ. 2, à è á). 

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî

îáúÿñíèòü òåì, ÷òî ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè

êëåòîê â ñóñïåíçèè çíà÷èòåëüíî îñëàáëåíû ìåæ-

êëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ñíèæåí óðîâåíü çà-

ùèòíûõ âåùåñòâ, âûðàáàòûâàåìûõ êëåòêàìè â îò-

âåò íà ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ. Ïðè ýòîì

âàæíåéøèå êëåòî÷íûå ñòðóêòóðû è, ïðåæäå âñåãî,

ìåìáðàíà îêàçûâàþòñÿ íàèáîëåå óÿçâèìû ê äåéñò-

âèþ ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ çàìîðàæèâàíèÿ [20]. 

Êàê èçâåñòíî, ñîõðàííîñòü êëåòî÷íûõ ìåìá-

ðàí ïðè íèçêîòåìïåðàòóðíîì õðàíåíèè ìèêðîîð-

ãàíèçìîâ ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùèì ôàêòîðîì èõ

æèçíåñïîñîáíîñòè [21].

Â óñëîâèÿõ íèçêèõ òåìïåðàòóð óñòîé÷èâîñòü

ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð âî ìíîãîì çàâèñèò îò ôàçî-

âîãî ñîñòîÿíèÿ ôîñôîëèïèäîâ, êîòîðîå îïðåäå-

ëÿåòñÿ êîíôèãóðàöèåé ñòðóêòóðîîáðàçóþùèõ

êîìïîíåíòîâ, îñîáåííîñòÿìè èõ îðãàíèçàöèè è

ñïîñîáíîñòè ê ôàçîâûì ïåðåõîäàì, íå âûçûâàþ-

ùèõ ïîñëåäóþùåé äåçèíòåãðàöèè áèñëîéíîñòè

ìåìáðàí. Ïîëó÷åííàÿ íàìè ðàíåå [16] èíôîðìà-

öèÿ î ôàçîâî-ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ôîñôîëè-

ïèäíîé ñîñòàâëÿþùåé êëåòî÷íûõ ìåìáðàí èññëå-

äóåìûõ àêòèíîáàêòåðèé ñâèäåòåëüñòâîâàëà î

ñòàáèëüíîñòè ëàìåëëÿðíîé êîíôèãóðàöèè äîìè-

íèðóþùèõ ôîñôîëèïèäîâ S.hygroscopicus RIA

1433T, ÷òî ìîãëî ñïîñîáñòâîâàòü ñîõðàíåíèþ áèñ-

ëîéíîé óïàêîâêè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí. Íàïðîòèâ,

ñòðóêòóðíûå ôëóêòóàöèè äîìèíèðóþùèõ ìåìá-

ðàííûõ ôîñôîëèïèäîâ àêòèíîáàêòåðèé ðîäà

Nonomuraea ÿâëÿëèñü ïðè÷èíîé íåñòàáèëüíîñòè
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Рис. 2. Выживаемость актинобактерий S.hygroscopicus RIA 1433T,
N.roseoviolacea subsp. carminata INA 4281 и Nonomuraea sp. INA 34�06
в отношении Micrococcus luteus при хранении при температуре �70°С
при низкой концентрации споровых суспензий. 
а — без использования криопротектора; б — с криопротектором.



èõ ôàçîâûõ ñîñòîÿíèé, ÷òî, â ñâîþ î÷åðåäü, ìîãëî

ïðèâåñòè ê íàðóøåíèþ áèñëîéíîñòè ìåìáðàíû.

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè,

÷òî øòàìì S.hygroscopicus RIA 1433T îêàçàëñÿ íàè-

áîëåå óñòîé÷èâ ê óñëîâèÿì äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ

ïðè íèçêèõ òåìïåðàòóðàõ íåçàâèñèìî îò ôàêòîðà

êîíöåíòðàöèè êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé. Â òî æå âðå-

ìÿ îáà øòàììà àêòèíîáàêòåðèé ðîäà Nonomuraea
óòðàòèëè æèçíåñïîñîáíîñòü íà áîëåå ðàííèõ ýòà-

ïàõ õðàíåíèÿ ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ êëåòî÷-

íûõ ñóñïåíçèé, ïðè êîòîðûõ êëåòî÷íûå ñòðóêòó-

ðû îêàçàëèñü íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê

ïîâðåæäàþùåìó äåéñòâèþ çàìîðàæèâàíèÿ. Âûÿâ-

ëåííûå îòëè÷èÿ â óñòîé÷èâîñòè èññëåäîâàííûõ

àêòèíîáàêòåðèé ê íèçêîòåìïåðàòóðíîìó õðàíå-

íèþ ñîãëàñóþòñÿ ñ âûäâèíóòûìè íàìè ðàíåå

ïðåäïîëîæåíèÿìè î ðàçëè÷íîé ñòåïåíè óñòîé÷è-

âîñòè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí äàííûõ àêòèíîáàêòå-

ðèé ê ïîâðåæäàþùåìó âîçäåéñòâèþ êîíñåðâàöèè. 

Êðèîïðîòåêòîð (10% ðàñòâîð ãëèöåðèíà) ïðè

çàìîðàæèâàíèè ñïîð àêòèíîáàêòåðèé â íèçêèõ

êîíöåíòðàöèÿõ òàêæå íå îêàçàë âëèÿíèÿ íè íà

æèçíåñïîñîáíîñòü ñïîðîâûõ ñóñïåíçèé, íè íà ñî-

õðàíåíèå àíòèáèîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Çàêëþ÷åíèå
Ïðîâåä¸ííîå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî

ñïîðû àêòèíîáàêòåðèé S.hygroscopicus RIA

1433T, N.roseoviolacea subsp. carminata INA 4281

è Nonomuraea sp. INA 34-06 â êîíöåíòðàöèÿõ

105—107 ÊÎÅ/ìë ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿþò æèçíå-

ñïîñîáíîñòü â òå÷åíèå 1,5 ëåò ïðè õðàíåíèè ïðè

òåìïåðàòóðå -70°Ñ. Íàèáîëåå óñòîé÷èâûì ê

õðàíåíèþ îêàçàëñÿ øòàìì S.hygroscopicus RIA

1433T. Èñïîëüçîâàíèå 10% ðàñòâîðà ãëèöåðèíà

â êà÷åñòâå çàùèòíîé ñðåäû íå îêàçàëî âëèÿíèÿ

íà õðàíåíèå èññëåäóåìûõ àêòèíîáàêòåðèé. Ïî-

ëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü,

÷òî ñïîðîâûå ñóñïåíçèè äðóãèõ ðîäîâ è âèäîâ

àêòèíîáàêòåðèé ìîãóò òàêæå õðàíèòüñÿ â íèç-

êîòåìïåðàòóðíûõ ìîðîçèëüíèêàõ áåç ïîòåðè

æèçíåñïîñîáíîñòè. 

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2014, 59; 11—12 15

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ЛИТЕРАТУРА 

1. Ãîðèí Å.Å., Õëåáíèêîâà Ã.Ì., Çâÿãèíöåâ Ä.Ã. Çàìîðàæèâàíèå ïî÷âåí-

íûõ îáðàçöîâ â ñóõîì ëüäó êàê ñïîñîá õðàíåíèÿ äëÿ ìèêðîáèîëîãè-

÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Ìèêðîáèëîãèÿ. 1978; 47: 1: 173—174.

2. Êàìåíñêèõ Ò.Í., Êàëàøíèêîâà Å.À., Èâøèíà È.Á. Îñîáåííîñòè

êðèîêîíñåðâàöèè àëêàíîòðîôíûõ àêòèíîáàêòåðèé ðîäà

Rhodococcus. Âåñòíèê ïåðìñêîãî óíèâåðñèòåòà. 2010; Âûï. 1: 15—20.

3. Êóçíåöîâà Â.È., Íîâîòåëüíîâ Í.Â. Î äëèòåëüíîì õðàíåíèè ìèêðî-

îðãàíèçìîâ. Ìèêðîáèîëîãèÿ 1967; XXXVI: 6: 1100—1104.

4. Ïîõèëåíêî Â.Ä., Áàðàíîâ À.Ì., Äåòóøåâ Ê.Â. Ìåòîäû äëèòåëüíîãî

õðàíåíèÿ êîëëåêöèîííûõ êóëüòóð ìèêðîîðãàíèçìîâ è òåíäåíöèè

ðàçâèòèÿ. Èçâåñòèÿ âûñøèõ ó÷åáíûõ çàâåäåíèé. Ïîâîëæñêèé ðåãè-

îí. 2009; 4: 99—120.

5. Ôèëèïïîâà Ñ.Í., Ñóðãó÷åâà Í.À., Ãàëü÷åíêî Â.Ô. Ìíîãîëåòíåå õðàíå-

íèå êîëëåêöèîííûõ êóëüòóð àêòèíîáàêòåðèé. Ìèêðîáèîëîãèÿ

2012; 81: 5: 682—690.

6. Öóöàåâà À.À., Àíàíüèíà À.Å., Áàëûáåðäèíà Ë.Ì., Ñòåïàíþê Ë.Â.,
Ïàâëåíêî Í.Â. Îïûò äîëãîñðî÷íîãî õðàíåíèÿ ïðîìûøëåííûõ

øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ìèêðîáèîëîãèÿ 2008; 77: 5: 696—700.

7. Ryan M.J., Smith D. Cryopreservation and freeze-drying of fungi employ-

ing centrifugal and shelf freeze-drying. Cryopreservation and freeze-dry-

ing protocols. In: Methods in Molecular Biology. V. 368 / Eds. Day J.G.

and Stacey G.N. Totowa. NJ.:Humana Press Inc. 2007. P. 127—140.

8. ×óêïàðîâà À.Ó. Îöåíêà ñîõðàíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè øòàììîâ

ìèêðîîðãàíèçìîâ ïðè íèçêîòåìïåðàòóðíîé êîíñåðâàöèè / Ìàòå-

ðèàëû Âñåðîññèéñêîãî ñèìïîçèóìà ñ ìåæäóíàðîäíûì ó÷àñòèåì

«Áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå âåùåñòâà ìèêðîîðãàíèçìîâ — ïðîøëîå,

íàñòîÿùåå, áóäóùåå». Ê 90-ëåòèþ çàñëóæåííîãî ïðîôåññîðà Ìîñ-

êîâñêîãî óíèâåðñèòåòà Í.Ñ.Åãîðîâà. Ì.: 2011; 131.

9. Âèòàíîâ Ò., Ïåòóõîâ Â.Ã. Äåéñòâèå íèçêèõ òåìïåðàòóð è çàùèòíûé

ýôôåêò ïîëèâèíèëïèððîëèäîíà ðàçëè÷íîãî ìîëåêóëÿðíîãî âåñà.

Ìèêðîáèîëîãèÿ 1973; XLII; 4: 647—649.

10. Âîëêîâ Â.ß. Ê âîïðîñó î ôèçèîëîãè÷åñêèõ è ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ

ìåõàíèçìàõ ñòàáèëüíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ ê çàìîðàæèâàíèþ è

âûñóøèâàíèþ. Ìèêðîáèîëîãèÿ. 1994; 63: Âûï. 1: 5—16.

11. Ëîçèíà-Ëîçèíñêèé Ë.Ê. Î÷åðêè ïî êðèîáèîëîãèè. Àäàïòàöèÿ è óñ-

òîé÷èâîñòü îðãàíèçìîâ è êëåòîê ê íèçêèì è ñâåðõíèçêèì òåìïåðà-

òóðàì. Ë.: Íàóêà. 1972; 288.

12. Èâàíèöêàÿ Ë.Ï., Íîâèêîâà Í.Ä., Ñèíãàë Ý.Ì., Áèáèêîâà Ì.Â. IV Ìåæ-

äóíàðîäíàÿ êîíôåðåíöèÿ ïî êîëëåêöèÿì êóëüòóð ìèêðîîðãàíèç-

ìîâ. Àíòèáèîòèêè 1982; 27: 2: 151—154.

13. Dubko T., Onishenko E.V., Pivovarenko V.G. Influence of freezing and

low molecular weight crioprotectants on microsomal membrane struc-

ture: a study by multiparametric fluorescent probe. J Fluoresc 2006; 16:

817—823.

14. Áåëÿêîâà Ë.À., Íàäèðîâà È.Ì., Ôàòååâà Ì.Â. I Ìåæäóíàðîäíàÿ êîí-

ôåðåíöèÿ ïî êîëëåêöèÿì êóëüòóð. Ìèêðîáèîëîãèÿ 1970; 39: 1:

179—182.

15. Williams W.P. Cold-induced lipid phase transitions. Phil Trans R Sec

Lond 1990; 326: 555—570.

16. Ôèëèïïîâà Ñ.Í., Ñóðãó÷åâà Í.À., Åðìàêîâà Å.Â., Êèñåëåâ Ì.À., Òåðå-
õîâà Ë.Ï., Ñèíåâà Î.Í., Ãàëàòåíêî Î.À., Çàáåëèí À.Â., Ãàëü÷åíêî Â.Ô.
Èçó÷åíèå ôàçîâî-ñòðóêòóðíîãî ñîñòîÿíèÿ ôîñôîëèïèäíûõ ôðàê-

öèé àêòèíîáàêòåðèé â ñâÿçè ñ óñëîâèÿìè èõ õðàíåíèÿ. Ìèêðîáèî-

ëîãèÿ 2013; 82: 3: 335—343.

17. Ãàóçå Ã.Ô., Ñâåøíèêîâà Ì.À., Óõîëèíà Ð.Ñ., Ãàâðèëèíà Ã.Â., Ôèëè÷åâà
Â.À., Ãëàäêèõ Å.Ã. Îáðàçîâàíèå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî àíòèáèîòèêà

êàðìèíîìèöèíà êóëüòóðîé Actinomadura carminata sp. nov. Àíòèáè-

îòèêè 1973; 18: 8: 675-678.

18. Åãîðîâ Í.Ñ. Îñíîâû ó÷åíèÿ îá àíòèáèîòèêàõ. Ì.: Íàóêà. 2004; 528.

19. Ãàóçå Ã.Ô., Ïðåîáðàæåíñêàÿ Ò.Ï., Ñâåøíèêîâà Ì.À., Òåðåõîâà Ë.Ï.,
Ìàêñèìîâà Ò.Ñ. Îïðåäåëèòåëü àêòèíîìèöåòîâ. Ì.: Íàóêà. 1983; 245.

20. Íèêîëàåâ Þ.À. Äâà íîâûõ êëåòî÷íûõ àäàïòîãåííûõ ôàêòîðà

Esherichia coli K12. Ìèêðîáèîëîãèÿ 1997; 66: 6: 785—789.

21. Áåëîóñ À.Ì., Áîíäàðåíêî Â.À. Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû êðèîïîâ-

ðåæäåíèÿ ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð. Êðèîáèîë êðèîìåä 1979; 5: 3—13.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


