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А ННОТА Ц И Я
Важной составляющей в деятельности коллекции заквасочных микроорганизмов является сохранение фонда про-
изводственно-ценных культур. Широко распространённым методом длительного хранения коллекционных культур 
является лиофилизация. Критическим параметром процесса лиофилизации является температура предваритель-
ного замораживания. В данной статье представлены результаты исследований выживаемости культур лактококков 
в процессе лиофилизации с предварительным замораживанием при температурах: минус 20 °C, минус 30 °C и минус 
55 °C. Средой культивирования и лиофилизации являлось 10%-ное восстановленное обезжиренное молоко. Выявле-
на различная реакция микроорганизмов видов Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus cremoris и Lactococcus lactis 
subsp. lactis biovar. diacetylactis на замораживание и лиофильную сушку при испытанных режимах. Наиболее высокая 
выживаемость лактококков наблюдалась при температуре замораживания минус 20 °C. Самыми устойчивыми были 
культуры Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis —  выживаемость после сушки с замораживанием при тем-
пературе минус 20 °C составила 42,6–57,9%. Самая низкая выживаемость характерна для Lactococcus cremoris при всех 
режимах замораживания (от 3,1 до 15,7%). Лиофилизация коллекционных культур лактококков позволяет обеспечить 
высокую выживаемость клеток.
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A BST R ACT
The important component in the activities of the collection of starter microorganisms is the preservation of the pool of the 
strains valuable for industrial production. Lyophilization (also known as freeze drying) is a widely used method for the long-
term storage of the collection cultures. The critical parameter of the process of lyophilization is the pre-freezing temperature. 
This article brings forward the results of researches of the rate of survival of lactococcus strain cultures during their lyophili-
zation with pre-freezing at the temperatures of minus 20 °C, minus 30 °C and minus 55 °C. Reconstituted 10% skim milk was 
used as the medium for strain culturing and lyophilization. Different reactions were detected among the microorganisms of 
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus cremoris and Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis for their freezing 
and lyophilization under the tested conditions. The highest rate of survival of lactococcus strains was observed at the freezing 
temperature of minus 20 °C. The most resistant cultures appeared to be Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis —  
their rate of survival after lyophilization at minus 20 °C amounted to 42.6–57.9%. The lowest survival rate was recorded for 
Lactococcus cremoris in all freezing modes (from 3.1 to 15.7%). Lyophilization of lactococcus collection cultures ensures high 
survival rate of the cells.

FUNDING: The article was prepared as part of research on state task No. FRFF-2023-0001 of the V. M. Gorbatov Federal Scientific Center for Food 
Systems of the Russian Academy of Sciences.

1. Введение
Поддержание коллекций микроорганизмов являются одним из 

важных направлений деятельности биоресурсных коллекций и про-
изводителей бактериальных заквасок. Основными задачами хране-
ния культур микроорганизмов являются: поддержание их в жизне-
способном состоянии, предотвращение мутационных изменений, 
и сохранение стабильности характерных и важных в таксономиче-
ском и  технологическом отношении свойств. Для этого необходи-
мо обеспечить содержание микроорганизмов в  условиях, которые 
исключают утрату жизнеспособности и  предотвращают мутацион-
ные изменения их свойств. В  практике работы микробиологиче-
ских лабораторий и специализированных коллекций применяются 
различные методы и  способы обратимой консервации и  хранения 

культур микроорганизмов в  зависимости от индивидуальных осо-
бенностей сохраняемых культур, выполняемых целей и задач, мате-
риального и технического уровня и других условий [1].

Несмотря на углубление знаний в области физиологии, биохимии 
и генетики микроорганизмов, нельзя утверждать о наличии чётких 
представлений по различным аспектам управления и методологии 
обратимой консервации различных видов и штаммов коллекцион-
ных культур.

Методы хранения культур микроорганизмов подразделяются на 
краткосрочные и  долгосрочные. Все способы сохранения коллек-
ционных культур имеют достоинства и  недостатки, условия под-
держания культур оказывают различное влияние на сохранность 
жизнеспособности, а также стабильность свойств микроорганизмов. 
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Но в основе всех методов лежит снижение их метаболической актив-
ности вплоть до состояния анабиоза.

Для непродолжительного хранения используются наиболее про-
стые способы, которые не требуют наличия дорогого оборудования 
и необходимы в повседневной работе с культурами [2]:

 � субкультивирование,
 � хранение под минеральным маслом,
 � хранение в воде и водно-солевых растворах,
 � сушка на твердых носителях,
 � замораживание.

Одним из самых старых и широко используемых в лаборатори-
ях и  микробиологических производствах методов является перио-
дический пересев бактерий в  новую свежую жидкую или твёрдую 
питательную среду. Важными моментами для обеспечения сохран-
ности культур при этом является состав питательной среды, условия 
культивирования, температура хранения, а  также продолжитель-
ность хранения между перевивками [2]. Для различных таксономи-
ческих групп микроорганизмов подбираются различные параметры 
субкультивирования, которые определяются их культуральными 
и  физиолого-биохимическими свойствами. Этот метод обычно ис-
пользуется для кратковременного поддержании в жизнедеятельном 
состоянии рабочих культур при определении их таксономического 
положения (идентификации) и изучении свойств культур микроор-
ганизмов, например при выделении из различных источников, от-
боре и подборе их в состав заквасочной микрофлоры. Метод субкуль-
тивирования используется также при сохранении культур, которые 
не выдерживают других методов хранения [3].

Ещё одним из относительно простых и недорогих методов явля-
ется хранение под минеральным маслом, с  помощью которого со-
храняются месяцы и даже годы многие виды бактерий. Выращенные 
в пробирках с твердой питательной средой культуры заливают сло-
ем минерального масла, например, вазелинового, высотой не менее 
2  см. Масло понижает метаболизм бактерий и  защищает сохраня-
емую культуру от высыхания [2]. Пересевать культуры под маслом 
можно 1–2 раза в год. Этот метод в практике кратковременного хра-
нения молочнокислых бактерий обычно не используется. Практику-
ется также хранение микроорганизмов путём сушки на различных 
твердых носителях. Как правило метод высушивания применяется 
для споровых бактерий, так как многие бактериальные культуры вы-
мирают уже в процессе высыхания.

Весьма распространено сохранение бактерий путём простого 
замораживания при температурах ниже точки замерзания воды. 
Содержание культур в замороженном виде обеспечивает более дли-
тельное сохранение жизнеспособных клеток, снижает опасность за-
грязнения посторонними микроорганизмами, что делает этот метод 
весьма эффективным при работе с большим числом штаммов [4,5].

По данным В. Д. Похиленко с соавторами [2] срок гарантирован-
ного хранения замороженных лактобактерий ограничивается меся-
цем для палочковидных форм и составляет до полугода для кокко-
вых форм. У  М. А.  Кириленко с  соавторами показана возможность 
более продолжительного хранения (до 24 месяцев) живых лактоба-
цилл при температуре минус 20 °C, что, по их мнению, позволяет со-
здавать банк длительного хранения бактерий с исключением значи-
мой потери их активности [5].

Вопросам сохранности различных микроорганизмов, в том числе 
молочнокислых бактерий и бактериальных заквасок при различных 
способах консервации и  хранения посвящено большое количество 
исследований [5,6,7], но эта проблема остаётся актуальной и по сей 
день, поскольку с  использованием современных молекулярно-ге-
нетических методов исследований установлены факты накопления 
многочисленных мутаций в геномах бактерий в процессе длитель-
ного хранения.

Существует три способа перевода микроорганизмов в состояние 
анабиоза:

 � ксенобиоз —  высушивание путём удаления воды до минимально-
го её содержания;

 � криоанабиоз  —  замораживание, при котором клеточная вода 
превращается в лёд и становится невозможным её участие в про-
цессах метаболизма;

 � лиофилизация —  высушивание из замороженного состояния в ва-
кууме [2].
Современные представления о вреде замораживания для живых 

организмов, которое зависит от скоростей замораживания-оттаи-
вания, сложились в  результате исследований повреждающего дей-
ствия образования льда на разные типы биологических клеток [8]. 
В соответствии с так называемой двухфакторной гипотезой повре-
ждения и гибель клеток при замораживании происходят из-за кри-

сталлизации воды внутри или вне клеток, которое зависит от скоро-
сти охлаждения. При низких скоростях замораживания образование 
кристаллов льда происходит в первую очередь вне клеток. При этом 
увеличивается концентрация растворённых веществ во внешней 
среде, окружающая среда приобретает свойства гипертонического 
раствора, вызывает отток воды из клеток и  их осмотическое сжа-
тие (сублимационная дегидратация). При высоких скоростях охла-
ждения концентрирование веществ во внешней среде происходит 
быстро и  внутренней воде недостаточно времени для перемеще-
ния по химическому градиенту из внутриклеточного пространства 
в сконцентрированную внеклеточную среду. Поэтому внутри клеток 
остается большее количество воды и  при дальнейшем охлаждении 
формируются кристаллы льда. Собственно, при замораживании 
образуются мелкие кристаллы, но в процессе медленного отогрева 
происходит рекристаллизация и их размеры могут увеличиться. Это 
может вызвать повреждения цитоплазматических мембран и  кле-
точных органелл [9].

Установлено, что обеспечить максимальную выживаемость раз-
ных видов клеток можно при различных скоростях замораживания-
оттаивания. В частности, G.-Q. Wang с соавторами [10] при изучении 
влияния температур замораживания культур L. plantarum показали, 
что оптимальными для отдельных штаммов были различные темпе-
ратуры замораживания, которые оказали влияние на выживаемость 
за счёт изменения целостности и  проницаемости клеточных мем-
бран и активности лактатдегидрогеназы.

Имеются данные о различной продолжительности хранения ми-
кроорганизмов при разных температурных режимах заморажива-
ния, которые свидетельствуют об увеличении сохранности культур 
по мере снижения температуры хранения: от 6 месяцев до 10  лет 
и более при температурах от минус (15–20) °C до минус (70–80) °C 
и  ниже [1]. Однако для этого требуется обеспечение стабильного 
режима хранения, поскольку даже непродолжительные изменения 
температуры хранения бактерий негативно сказываются на их жиз-
неспособности.

Хранение культур промышленных микроорганизмов в  жидком 
азоте (температура минус 196 °C) в течение 15–20 лет подтвердило 
высокую сохранность количества жизнеспособных клеток без допол-
нительных изменений исходных морфологических, культуральных 
и биохимических свойств по сравнению со свойствами этих культур, 
размороженных непосредственно после замораживания [11].

Клетки лиофильно высушенных микроорганизмов могут дли-
тельное время сохраняться в жизнеспособном состоянии при соот-
ветствующих условиях —  пониженной температуре (около 4 °C), без 
доступа кислорода и света. Это значительно упрощает практическую 
работу по поддержанию коллекционного фонда, поскольку позволя-
ет хранить большое количество ампул с  культурами на небольшой 
площади. Холодильные камеры для такого хранения значительно 
дешевле специализированных криохранилищ и более эффективны 
с точки зрения энергозатрат [2,12]. Но при этом способе хранения 
количество жизнеспособных клеток постепенно снижается и  тре-
буется периодическая «пересушка» культур. Кроме этого возможно, 
что лиофилизация приводит к отбору наиболее устойчивых клеток 
в культуре, которые могут и не обладать желаемыми свойствами [13].

Процесс лиофильной сушки подразделяется на три стадии: замо-
раживание, первичное высушивание или собственно лиофилизация 
(сублимация) и  вторичное высушивание или досушивание. На на-
чальной стадии сушки удаляется путём перевода из твердого в га-
зообразное состояние около 95% воды в материале. Фаза вторичной 
сушки направлена на удаление незамерзших молекул воды, посколь-
ку лед был удален на этапе первичной сушки. При лиофилизации на 
клетки воздействуют низкие температуры и  комплекс различных 
стрессовых физико-химических факторов, обусловленных фазовым 
переходом воды. Но все факторы, которые могут вызывать повре-
ждения клеток во время замораживания, хранения и реактивации, 
до конца не изучены [14,15]. Главные условия успешной криокон-
сервации и  лиофилизации опираются на два основных защитных 
механизма: перевод воды из жидкой в аморфную фазу и обратимую 
дегидратацию клеток. Применяющиеся в  различных лабораториях 
и  коллекциях методы консервации не являются абсолютно совер-
шенными, что обуславливает трудности сохранения свойств культур.

Из всех таксономических групп микроорганизмов (прокариот, 
эукариот, вирусов) лиофилизацию переносят наиболее стойко бак-
терии, но выживаемость разных видов, даже отдельных штаммов 
в пределах одного вида и даже подвида может сильно различаться. 
Хотя сублимационная сушка является надёжным методом сохра-
нения микроорганизмов, она всё-таки приводит к  снижению ак-
тивности бактерий. Кроме этого, культуры различаются по своей 
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чувствительности к  лиофилизации. Следовательно, необходимо 
оптимизировать переменные, относящиеся к  этому процессу. Вос-
становление лиофилизированных коллекционных культур после 
хранения также является важным моментом в обеспечении сохран-
ности коллекционного фонда [13]. Выживаемость бактерий может 
существенно снизиться в силу окислительного действия кислорода, 
которое можно предотвратить в случае хранения штаммов в ампу-
лах, запаянных под вакуумом.

Одним из самых критичных параметров процесса лиофильной 
сушки является температура предварительного замораживания, 
и пока нет полной ясности зависит ли выживаемость и сохранение 
свойств разных видов и  штаммов от уровня температуры предва-
рительного замораживания или криопротекторных веществ [10]. 
Существенное влияние на сохранение жизнеспособности бактерий 
при лиофилизации оказывают условия подготовки штаммов к лио-
филизации. Результат сублимационной сушки определяется кроме 
режимов самого процесса консервации состоянием подготовленной 
культуры: концентрации жизнеспособных клеток, составом среды 
культивирования, фазой развития клеточной популяции [2]. При 
подготовке штаммов к сублимации необходимо добиваться высоко-
го содержания клеток —  не менее 108 КОЕ/мл [3].

Многие из этих факторов учтены в инструкции по сушке и хране-
нию заквасочных культур, в соответствии с которой осуществляется 
многолетнее сохранение коллекционного фонда эксперименталь-
ной биофабрики ВНИИМС. Однако, практический опыт коллекцион-
ной деятельности указывает на необходимость совершенствования 
методов их консервации с  учётом видовой и  штаммовой чувстви-
тельности к параметрам консервации, с индивидуальным подбором 
криопротекторов и режимов реактивации.

Целью данной работы является изучение влияния различных ре-
жимов предварительного замораживания на выживаемость и сохра-
нение метаболической активности лактококков при лиофилизации 
и хранении.

2. Объекты и методы
Объектами исследований являлись следующие коллекционные 

культуры, которые используются при изготовлении бактериальных 
заквасок для ферментированных молочных продуктов:

 � Lactococcus lactis subsp. lactis (далее L. lactis) штаммы 357–3, 390–1, 
549–5;

 � Lactococcus cremoris (L. cremoris) штаммы 374–15, 417–3, 418–5;
 � Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (далее L. diacetylac-

tis) штаммы 1–1–3, 20–3, 82–6.
С целью проведения исследований лиофильную сушку коллекци-

онных культур проводили на колпаковой лиофильной сушилке серии 
Scientz-10N/10ND в исполнении Top-Press (NINGBO Scientz Bio-tech-
nolgy CO, Китай) с температурой конденсатора до –55 °C и предель-
ным остаточным давлением 10 Па. Для замораживания и последу-
ющей сушки в  стерильные флаконы вносили по 1  см3 16- часовой 
культуры лактококка, закрывали стерильными резиновыми пробка-
ми для лиофильной сушки, замораживали в течение 1 часа при трёх 
режимах: минус (20 ± 1) °C, минус (30 ± 1) °C, минус (55 ± 1) °C, затем 
флаконы с  замороженными культурами переставляли в  камеру су-
шилки. Культуры выдерживались в течение (4,5 ± 0,5) часов при за-
данных параметрах и  досушивались в течение (2,5 ± 0,5) часов при 
температуре (25 ± 1) °C. Затем производилась укупорка флаконов под 
вакуумом.

Реактивацию лиофилизированных культур осуществляли ре-
суспендированием в  5  см3 10%-ного стерильного восстановленно-
го обезжиренного молока и  культивированием при температуре 
(30 ± 1) °C до сквашивания.

Микроскопический препарат готовили в  соответствии 
с МР 2.3.2.2327–08 1. Изучение и фотографирование микроскопиче-
ских препаратов осуществляли с  помощью микроскопа Levenhuk 
MED D10T LCD (USA) c цифровой камерой и ЖК-экраном с числом 
мегапикселей 5.

Метаболическую активность оценивали после 2-х пассажей (пе-
ревивок) по снижению активной кислотности после 6 ч культиви-
рования в  10%-ном стерильном восстановленном обезжиренном 
молоке при температуре (30 ± 1) °C и дозе инокулята 1%. Активную 
кислотность определяли в соответствии с ГОСТ Р 32892–2014 2.

1 МР 2.3.2.2327–08 Методические рекомендации по организации произ-
водственного микробиологического контроля на предприятиях молочной 
промышленности (с атласом значимых микроорганизмов) от 07.02.2008

2 ГОСТ Р 32892–2014 «Молоко и молочная продукция. Методы определе-
ния активной кислотности». М.: Стандартинформ, 2015. — 12 с.

Количество жизнеспособных клеток лактококков определяли 
в  соответствии с  ГОСТ 33951–2016 3 в  каждом образце перед замо-
раживанием, после замораживания и по окончании полного цикла 
лиофилизации.

Достоверность полученных данных подтверждается проведени-
ем экспериментов не менее чем в 3-х кратной повторности с при-
менением современных методов анализа, а  также статистической 
обработкой полученных данных и построением графиков с исполь-
зованием пакета программ «Microsoft Excel 2013». Для сравнения 
выборок разного размера и оценки статистически значимых разли-
чий между образцами применяли однофакторный дисперсионный 
анализ. Результаты математической обработки выполнены с  дове-
рительной вероятностью p ≤ 0,05.

3. Результаты и обсуждение
Начальный этап работы заключался в  изучении выживаемости 

лактококков после предварительного замораживания (первая ста-
дия лиофилизации).

Полученные данные после экспозиции 3 штаммов L. lactis при 
испытанных температурах предварительного замораживания, 
представленные на Рисунке 1, выявили различное влияние 
температуры замораживания на выживаемость каждого штамма.

Максимальная выживаемость у  штаммов L. lactis наблюдалась 
при температуре замораживания минус (20 ± 1) °C (от 58,6% до 85,8%) 
и минус (30 ± 1) °C (от 56,7% до 87,1%). Все изученные штаммы L. lac-
tis продемонстрировали самую низкую выживаемость при темпера-
туре минус (55 ± 1) °C (от 49,6% до 67,6%). Наиболее высокая гибель 
клеток при температуре замораживания минус (20 ± 1) °C отмечалась 
у штамма L. lactis 390–1 (41,4%), в то время как у штамма 549–5 поги-
бло только 4,2% клеток, а у штамма 357–3 вымерло 11,5% клеток. При 
температуре замораживания минус (30 ± 1) °C выживаемость L. lactis 
390–1 была ниже в 1,38 раза по сравнению с L. lactis 549–5 и в 1,53 
раза по сравнению со штаммом 357–3.

Как показано на Рисунке 2, штамм L. diacetylactis 1–1–3 проде-
монстрировал самую высокую устойчивость при температуре минус 
(20 ± 1) °C и минус (30 ± 1) °C —  76,4% и 80,7% соответственно, не отме-
чено разницы в реакции штамма L. diacetylactis 20–3 на заморажива-
ние при этих температурных режимах.

Штамм L. diacetylactis 82–6  также, как и  штаммы лактококков 
L. lactis, лучше выживал при температуре минус (20 ± 1) °C.

Наиболее прихотливыми оказались штаммы L. cremoris (Рису-
нок 3) при всех использованных режимах замораживания, самая вы-
сокая выживаемость которых не превышала 61,9%.

Реакция штаммов 374–15 и 417–3 на температуру замораживания 
минус (20 ± 1) °C и минус (30 ± 1) °C была примерно одинаковой и со-
хранность клеток составила 22,8% и 20,5% для штамма 374–15 при 
этих температурах, а для штамма 417–3–46,6% и 48,8% соответствен-
но. При этом у штамма L. cremoris 374–15 самая низкая гибель клеток 
происходила при температуре минус (55 ± 1) °C и  составляла 47,1%, 

3 ГОСТ 33951–2016 «Молоко и молочная продукция. Методы определения 
молочнокислых микроорганизмов». —  М.: Стандартинформ, 2016. — 10 с.

Рисунок 1. Выживаемость L. lactis после замораживания 
(различие значений, обозначенных буквенными 
индексами на каждой диаграмме, статистически 

не достоверно при p ≤ 0,05)
Figure 1. Rate of survival of L. lactis after freezing (the difference between 

the values marked by the letter indices in each diagram is statistically 
negligible if p ≤ 0.05)
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в то время как штамм 418–5 продемонстрировал наибольшую выжи-
ваемость при температуре замораживания минус (20 ± 1) °C (61,9%), 
а самую низкую (35,5%) при температуре минус (30 ± 1) °C.

Влияние различных режимов предварительного замораживания 
на показатели выживаемости культур лактококков после заверше-
ния полного цикла лиофилизации показано на Рисунках 4, 5 и  6. 
Здесь выживаемость всех исследованных культур была ниже пока-
зателей выживаемости после предварительного замораживания. Это 
позволяет сделать вывод о том, что наибольшая гибель бактериаль-
ных клеток происходит на второй стадии лиофилизации.

Рисунок 4 отражает более значительное снижение количества 
жизнеспособных клеток штаммов L. lactis после завершения сушки 
по сравнению с  показателями выживаемости после предваритель-
ного замораживания.

В  частности, у  штамма L. lactis 357–3 количество выживших 
бактериальных клеток при температуре предварительного замо-
раживания минус (20 ± 1) °C снизилось на 38,5%, в то время как ги-
бель при замораживании составила всего 11,5%. У  штаммов 390–1 
и 549–5 гибель клеток возросла в процессе сушки с замораживанием 
при температуре минус (20 ± 1) °C на 20,1% и 21,1% соответственно. 
Следует отметить, что у штаммов лактококков L. lactis самая высо-
кая выживаемость установлена при температуре замораживания 
минус (20 ± 1) °C как после замораживания, так и после завершения 
полного цикла лиофилизации на уровне от 38,5 до 64,7%. Из этого 
можно сделать вывод о предпочтительности данного режима пред-
варительного замораживания для лиофилизации коллекционных 
культур L. lactis.

О  выживаемости бактерий этого вида от 60 до 68% при суб-
лимационной сушке сообщали Archacka M. с  соавторами [16] при 
отделении бактериальных клеток от питательной среды и исполь-
зовании криозащитных веществ. Однако, дополнительные манипу-
ляции с коллекционными культурами перед их консервацией для 
длительного хранения не используются во избежание обсеменения 
посторонними микроорганизмами, но использование криопротек-
торов безусловно представляет интерес для дальнейшего изучения. 
Следует учитывать, что однозначное сравнение результатов ис-
следований выживаемости молочнокислых бактерий различными 
авторами весьма затруднительно, так как условия проведения экс-
периментов, виды и штаммы микроорганизмов имеют существен-
ные различия и в части состава питательных сред, режимов куль-
тивирования, отделения клеток от культуральной среды или без 
отделения, замораживания и  сублимации. Одни авторы отмечали 
наибольшую выживаемость лактобацилл при температуре минус 
196 °C, а  другие при более мягких режимах замораживания  —  от 
минус 20 °C до минус 80 °C [7,8,10,16]. При этом большая часть ра-
бот посвящена установлению режимов лиофилизации для про-
мышленного изготовления заквасок и  пробиотиков и  мало работ 
с коллекционными культурами, которые консервируются как пра-
вило в питательных средах культивирования и часто без использо-
вания криопротекторов. Результаты наших исследований выявили 
лучшую выживаемость лактококков, выращенных и лиофилизиро-
ванных в  обезжиренном молоке, при температуре от минус 20 °C 
до минус 30 °C без использования дополнительных защитных 
 веществ.

Рисунок 2. Выживаемость L. diacetylactis после 
замораживания (различие значений, обозначенных 

буквенным индексом на каждой диаграмме, 
статистически не достоверно p ≤ 0,05)

Figure 2. Rate of survival of L. diacetylactis after freezing (the difference 
between the values marked by the letter indices in each diagram 

is statistically negligible if p ≤ 0.05)

Рисунок 3. Выживаемость L. cremoris после 
замораживания (различие значений, обозначенных 

буквенными индексами на каждой диаграмме, 
статистически не достоверно при p ≤ 0,05)

Figure 3. Rate of survival of L. cremoris after freezing (the difference 
between the values marked by the letter indices in each diagram 

is statistically negligible if p ≤ 0.05)

Рисунок 4. Выживаемость штаммов L. lactis 
после лиофилизации при разных температурах 

предварительного замораживания (различие значений, 
обозначенных буквенными индексами на каждой 

диаграмме, статистически не достоверно при p ≤ 0,05)
Figure 4. Rate of survival of L. lactis after lyophilization at different tem-
peratures of pre-freezing (the difference between the values marked by 
the letter indices in each diagram is statistically negligible if p ≤ 0.05)

Рисунок 5. Выживаемость штаммов L. diacetylactis 
после лиофилизации при разных температурах 

предварительного замораживания (различие значений, 
обозначенных буквенными индексами на каждой 

диаграмме, статистически не достоверно при p ≤ 0,05)
Figure 5. Rate of survival of L. diacetylactis after lyophilization at different 
temperatures of pre-freezing (the difference between the values marked 
by the letter indices in each diagram is statistically negligible if p ≤ 0.05)
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Наиболее высокая выживаемость после завершения полного ци-
кла лиофильной сушки среди всех исследованных видов лактокок-
ков установлена у вида L. diacetylactis (штаммы 1–1–3 и 20–3 (Рису-
нок 5)  при температуре предварительного замораживания минус 
(20 ± 1) °C и минус (30 ± 1) °C.

Самым устойчивым к лиофилизации при всех вариантах замора-
живания обладал штамм L. diacetylactis 1–1–3, выживаемость кото-
рого в  условиях замораживания при температуре минус (20 ± 1) °C, 
минус (30 ± 1) °C и  минус (55 ± 1) °C составила 57,9%, 66,1% и  45,5% 
соответственно. Самая низкая устойчивость характерна для штамма 
82–6, его выживаемость была существенно ниже и составила от 34,7 
до 42,6%. Следовательно, для культур L. diacetylactis приемлемыми ре-
жимами предварительного замораживания являются минус (20 ± 1) °C 
и  минус (30 ± 1) °C. Об индивидуальной реакции на замораживание 
и  сублимационную сушку у  различных видов и  штаммов бактерий 
свидетельствуют и результаты других исследований [5,7,10,16].

Лактококки вида L. cremoris оказались самыми чувствительными 
не только к замораживанию, но и к лиофильной сушке при всех ре-
жимах предварительного замораживания (Рисунок 6).

После завершения полного цикла лиофилизации при предвари-
тельном замораживании при температуре минус (20 ± 1) °C выживае-
мость у всех штаммов L. cremoris была самой высокой, но значитель-
но ниже, чем у культур L. lactis и L. diacetylactis и не превысила 15,7%. 
Наибольшей чувствительностью к  лиофилизации обладал штамм 
L. cremoris 418–5 при всех режимах замораживания, выживаемость 
которого составила всего от 3,1 до 5,2%. Самой благоприятной тем-
пературой замораживания для лактококков вида L. cremoris можно 
считать минус (20 ± 1) °C также, как для культур L. lactis.

Одной из причин столь низкой сохранности клеток L. cremoris 
может быть более низкая исходная концентрация жизнеспособных 
клеток в культурах L. cremoris. По литературным данным выживае-
мость бактерий определяется целым рядом факторов, в том числе 
исходной концентрацией клеток. О. А. Савкина с соавторами пока-
зали, что увеличение концентрации клеток перед криоконсервацией 
путём центрифугирования исходных культур привело к повышению 
выживаемости молочнокислых бактерий с 72,1–85,3% до 81,9–97,4%. 
При этом предполагают, что защита бактериальных клеток от повре-
ждений обусловлена тем, что при высокой плотности высушиваемой 
культуры лизированные в  процессе культивирования и  заморажи-
вания клетки и  клеточные вещества могут выполнять защитную 
роль [17]. Кроме этого, L. cremoris является менее метаболически 
активным видом лактококков и  более чувствительным к  условиям 
окружающей среды [18]. Как видно из результатов, представленных 
в Таблице 1, среднее количество жизнеспособных клеток у L. cremoris 
в 2,02 раза меньше, чем в культурах L. lactis и в 2,59 раза меньше, чем 
в культурах L. diacetylactis.

После реактивации лиофильно высушенных лактококков была 
проведена проверка на аутентичность, которая показала хорошую 
метаболическую активность всех штаммов и отсутствие каких-либо 
отклонений по морфологическим свойствам по сравнению с исход-
ными культурами.

Таблица 1. Исходная концентрация 
жизнеспособных клеток лактококков

Table 1. Initial concentration of the viable lactococci cells

Вид
лактококка

№ 
штамма

Исходное количество 
жизнеспособных клеток, 

млрд. КОЕ/см3

L. lactis 357–3 2,18 ± 0,22

390–1 3,12 ± 0,43

549–5 1,70 ± 0,37

Среднее 2,12 ± 0,44

L. cremoris 374–15 1,07 ± 0,08

417–3 1,32 ± 0,26

418–5 0,78 ± 0,12

Среднее 1,05 ± 0,15

L. diacetylactis 1–1–3 2,42 ± 0,49

20–3 2,70 ± 0,14

82–6 3,05 ± 0,21

Среднее 2,72 ± 0,28

Не смотря на низкую выживаемость L. cremoris, оставшегося ко-
личества жизнеспособных клеток оказалось достаточным для ожив-
ления культур. Однако продолжительность оживления у  L. cremoris 
была значительно выше, чем у лактококков L. lactis и L. diacetylactis. 
Реактивация лиофилизированных культур в обезжиренном молоке 
у штаммов L. cremoris происходила в среднем в течение 23,5 часов, 
а у L. lactis и L. diacetylactis за 18,5 часов.

Метаболическая активность исследованных штаммов лактокок-
ков после 2 перевивок оживлённых культур не имела достоверных 
отличий от их исходной активности. Микроскопическая картина 
исходных и реактивированных культур также была идентичной. На 
Рисунке 7 для примера представлены микрофотографии L. cremo-
ris 417–3 до сушки с температурой замораживания минус (20 ± 1) °C 
и после реактивации, на которых видно, что микроскопическая кар-
тина типична для этого вида лактококков  —  клетки расположены 
в виде коротких и средних цепочек в обоих вариантах, отсутствуют 
единичные кокки, а также скученность и неоднородные по размеру 
клетки.

Таким образом, проведённые исследования свидетельствуют 
о том, что показатели выживаемости коллекционных культур лак-
тококков видов L. lactis, L. cremoris и L. diacetylactis можно улучшить 
путём изменения температуры предварительного замораживания 
для каждого вида несмотря на то, что реакция у разных штаммов ва-
рьирует. Снижение температуры замораживания до минус 55 °C не 
дало положительного эффекта у всех видов лактококков. Использо-
вание температур замораживания минус 20 °C и минус 30 °C являет-
ся более экономичным с точки зрения энергетических затрат и не 
требует дорогостоящего низкотемпературного морозильного обору-
дования.

Лиофилизированные культуры лактококков заложены на дли-
тельное хранение при температуре (4 ± 2) °C. Выживаемость и мета-
болическую активность штаммов планируется исследовать ежегодно.

Полученные нами данные о выживаемости лактококков при раз-
личных режимах предварительного замораживания основаны на 
культивировании в  обычно использующейся твёрдой питательной 
среде. Считается, что бактерии вымерли, если они не образуют ко-
лонии на твёрдых питательных средах или не приводят к помутне-
нию жидких сред. Однако в последние годы этот постулат признан 

Рисунок 6. Выживаемость L. cremoris после лиофилизации 
при разных температурах предварительного 

замораживания (различие значений, обозначенных 
буквенными индексами на каждой диаграмме, 

статистически не достоверно при p ≤ 0,05)
Figure 6. Rate of survival of L. cremoris after lyophilization at different 

temperatures of pre-freezing (the difference between the values marked 
by the letter indices in each diagram is statistically negligible if p ≤ 0.05)

Исходная культура Реактивированная культура
Рисунок 7. Микропрепараты L. cremoris 417–3 до и после 
лиофилизации при температуре замораживания минус 

(20±1) °C, объектив 40×
Figure 7. Micropreparations of L. cremoris 417–3 before and after lyophili-

zation at freezing temperature minus (20±1) °C, lens 40×
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упрощённым в связи с тем, что доказано сохранение жизнеспособ-
ности и  потенциальная способность к  восстановлению при потере 
«культивируемости». Появились новое понятие «жизнеспособное, но 
некультивируемое» состояние и  новое направление исследований 
в общей и медицинской микробиологии. Особое внимание этой фи-
зиологической форме бактерий уделяется в медицине [19,20], что об-
условлено опасностью возникновения инфекционных заболеваний 
при наличии некультивируемых патогенных бактерий, у  которых 
выявлено сохранение патогенности в  этой форме существования. 
Имеются сведения о  переходе молочнокислых и  бифидобактерий 
в некультивируемую форму в лиофилизированных пробиотических 
препаратах [21], а также и лактококков [22].

Исходя из этого можно предположить, что некультивируемые 
клетки лактококков имели место и в наших объектах исследований, 
поскольку переход в некультивируемую форму происходит в резуль-
тате воздействия различных неблагоприятных стрессовых факторов, 
включая лиофилизацию. Изучение этого состояния выживания может 
дать объяснение в том числе и более сильной реакции L. cremoris на 
режимы замораживания и сублимационной сушки и подтвердить, что 
низкая культивируемость не однозначно свидетельствует о гибели су-
щественной части исходных клеток лактококков. Одним из методов 
таких исследований является проточная цитометрия с  использова-
нием флуоресцентных красителей. Учитывая, что целью сохранения 
коллекционных штаммов является возможность повторного выращи-
вания клеток, перспективным направлением исследований с  точки 
зрения сохранности культур является разработка методов реактива-
ции как культивируемых, так и некультивируемых клеток.

В связи с тем, что количество жизнеспособных культивируемых 
клеток коллекционных культур неизбежно снижается в  процессе 
длительного хранения при всех известных режимах, чрезвычайно 
важно для сохранения производственно-ценных штаммов лакто-
кокков провести исследования для увеличения их выживаемости 
при лиофилизации путём повышения исходной клеточной концен-
трации, подбора криопротекторных средств и  совершенствования 
методов реактивации.

4. Выводы
Проведённые исследования позволяют сделать следующие вы-

воды:
 � установлены достоверные межвидовые и межштаммовые разли-

чия в выживаемости лактококков L. lactis, L. cremoris и L. diacetylac-
tis в процессе лиофилизации с предварительным замораживани-
ем при температуре минус 20 °C, минус 30 °C и минус 55 °C;

 � наибольшая устойчивость к лиофилизации наблюдается у  куль-
тур L. diacetylactis при всех режимах предварительного замо-
раживания, самая низкая характерна для L. cremoris, у  которых 
количество жизнеспособных клеток снизилось практически на 
2 порядка и выживаемость составила от 3,1% до 15,7%;

 � выявлена различная реакция микроорганизмов видов L. lactis 
и  L.  diacetylactis на замораживание при испытанных режимах: 
наиболее высокая выживаемость у штаммов L. lactis наблюдается 
при температуре замораживания минус 20 °C —  от 38,5% до 64,7%, 
у культур L. diacetylactis при температурах замораживания минус 
20 °C —  от 42,6% до 57,9% и минус 30 °C —  от 40,9% до 66,1%;

 � в связи с низкой выживаемостью культур L. cremoris на их реак-
тивацию в  обезжиренном молоке потребовалось в  среднем на 
5  часов времени больше, чем для L. lactis и L. diacetylactis;

 � не выявлено различий в метаболической активности исследован-
ных культур всех видов после 2 пассажей (перевивок) оживлён-
ных культур.
Таким образом, представленные результаты подтверждают 

возможность увеличения показателей выживаемости коллекцион-
ных культур лактококков видов L. lactis, L. cremoris и  L. diacetylactis 
путём изменения температуры предварительного замораживания 
для каждого вида несмотря на то, что реакция у  разных штаммов 
варьирует. Установленные наиболее благоприятные температуры 
предварительного замораживания обеспечивают достаточно высо-
кую выживаемость лактококков L. lactis и  L. diacetylactis. Выявлена 
целесообразность проведения дополнительных исследований для 
повышения устойчивости штаммов L. cremoris к лиофилизации и со-
вершенствования методики реактивации.
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