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А ННОТА Ц И Я
Лиофилизация на протяжении многих лет признается эффективным методом сохранения коллекционных культур, 
бактериальных заквасок и пробиотиков. Для защиты бактериальных клеток от стрессовых воздействий в процессе 
замораживания и сушки, для повышения их выживаемости используются различные криопротекторы. Целью ис-
следования была оценка влияния трех режимов замораживания перед лиофильной сушкой при температуре минус 
20, 30 и 55 °C и растворов двух криопротекторов — сахарозы и трегалозы на выживаемость и сохранение метабо-
лической активности мезофильных лактобацилл. Культуры выращивали в 10 % обезжиренном молоке, в опытных 
вариантах к исследуемой культуре добавляли 20 % раствор криопротектора в соотношении 4:1. Для определения 
влияния условий лиофильной сушки на выживаемость и метаболическую активность бактерий, были разработа-
ны и проведены полные двухфакторные трёхуровневые эксперименты. В качестве представительных микроорга-
низмов лактобацилл исследовали два штамма вида Lactiplantibacillus plantarum из коллекции ВНИИМС, которые 
используются в составе бактериальных заквасок для сыров. Результаты оценки жизнеспособности бактерий после 
лиофилизации показали, что оба криопротектора повышают выживаемость культур при всех режимах заморажи-
вания, но лучшие показатели выживаемости получены с использованием трегалозы. Установлена штамм-зависи-
мость эффективности лиофилизации исследованных образцов: у  штамма Lactiplantibacillus plantarum 28 макси-
мальная выживаемость была выявлена при использовании температуры замораживания минус 30 °C, у  штамма 
Lactiplantibacillus plantarum 37 — при температуре минус 55 °C с добавлением криопротектора трегалозы к обоим 
штаммам. Для сохранения метаболической активности обеих культур наилучшим было предварительное замора-
живание при температуре минус 20 °C и также с трегалозой. Показано, что наибольшая эффективность действия 
сахарозы и трегалозы в качестве лиопротекторов при лиофильной сушке, для обоих штаммов бактерий находит-
ся в одном и том же диапазоне температур предварительного замораживания близкой к минус 30 °C. Выявленная 
штамм-зависимость эффективности лиофилизации должна учитываться при выборе режимов сушки различных 
коллекционных культур, предназначенных для длительного хранения, и  предполагает индивидуальный подход 
к каждой культуре. Полученные результаты также могут быть использованы при лиофильной сушке бактериальной 
массы при производстве моновидовых бактериальных заквасок.
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A BST R ACT
Lyophilization has been recognized for many years as an effective method for storing collection cultures, bacterial starter 
cultures, and probiotics. Cryoprotectors are used to protect bacterial cells from stress during freezing and drying, and to 
increase their survival. The purpose of our study was to evaluate an effect of three freezing regimes before freeze-drying 
at temperatures of –20, –30, and –55 °C and solutions of two cryoprotectors, sucrose and trehalose, on the survival and 
preservation of the metabolic activity of mesophilic lactobacilli. The cultures were grown in 10 % skimmed milk, and in 
experimental versions, a 20 % cryoprotector solution was added to the culture in a 4:1 ratio. To determine an effect of 
freeze-drying conditions on bacterial survival and metabolic activity, complete two-factor, three-level experiments were 
developed and conducted. Two strains of the species Lactiplantibacillus plantarum from the VNIIMS collection, which are 
used in bacterial starter cultures for cheeses, were studied as representative microorganisms of lactobacilli. The results of 
assessing the viability of bacteria after lyophilization showed that both cryoprotectors increased the survival of cultures 
under all freezing conditions, but the best survival rates were obtained using trehalose. Strain-dependent effectiveness 
of lyophilization of the studied strains was established: in strain Lactiplantibacillus plantarum 28, the maximum survival 
was at a freezing temperature of –30 °C, in strain Lactiplantibacillus plantarum 37 — at a temperature of –55 °C with the 
addition of cryoprotector trehalose to both strains. Pre-freezing at –20 °C, also with trehalose, was the best method for 
preserving the metabolic activity of both cultures. It was shown that the greatest effectiveness of sucrose and trehalose 
as lyoprotectants during freeze-drying for both bacterial strains was found within the same pre-freezing temperature 
range of –30 °C. The identified strain-dependent effectiveness of lyophilization should be considered when selecting dry-
ing regimens for various collection cultures intended for long-term storage and requires an individual approach for each
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culture. The obtained results can also be used in freeze-drying of bacterial mass for the production of single-species bac-
terial starter cultures.

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
Сохранение коллекционного фонда микроорганизмов в  течение 

длительного времени без потери их биологических и технологически 
важных свойств является важнейшей задачей как для производителей 
бактериальных заквасок, так и держателей биоресурсных коллекций. 
Современные методы консервации, способные тормозить процессы 
метаболизма, не нарушая целостность клеток, могут обеспечить дли-
тельное хранение штаммов без изменения их жизнеспособности, би-
охимической активности и производственно-ценных свойств.

Для хранения коллекционных культур, а  также при изготовле-
нии коммерческих заквасок и пробиотиков на протяжении многих 
десятилетий широко используется лиофилизация, которая явля-
ется «щадящим» методом удаления влаги из бактериальных кле-
ток, сохраняющая их жизнеспособность. Однако подходы к  работе 
с коллекционными культурами отличаются от промышленных тех-
нологий консервации микробной массы, при которых, как правило, 
осуществляется рН‑статирование для увеличения концентрации 
клеток, отделение бактериальных клеток от культуральной среды, 
суспендирование их в защитных средах, розлив в кюветы, заморажи-
вание и сушка. Консервация коллекционных штаммов основана на 
принципах, нацеленных на обеспечение максимального сохранения 
исходных свойств культур для их дальнейшего целевого использова-
ния  [1]. Кроме этого, критически важно исключить контаминацию 
коллекционных культур посторонними микроорганизмами. В связи 
с этим все манипуляции с сохраняемыми штаммами минимизиро-
ваны и сводятся к помещению образцов в стерильные емкости для 
лиофилизации с  последующим герметичным укупориванием или 
запайкой после сушки для дальнейшего хранения.

Поскольку в процессе лиофильной сушки микроорганизмы сна-
чала замораживают, а  потом подвергают высушиванию под вакуу-
мом, имеет место сочетание двух стрессов — и замораживания и вы-
сушивания, которые оказывают более негативное воздействие на 
клетки по сравнению с криоконсервацией (хранением в заморожен-
ном состоянии без высушивания). Факторы, влияющие на выживае-
мость микроорганизмов при замораживании и оттаивании, активно 
изучаются уже много десятилетий, но весь комплекс факторов и ус-
ловий, которые вызывают необратимые изменения в  клетках еще 
остаются до конца не раскрытыми [2,3]. Считается, что самый серь-
езный ущерб наносится цитоплазматическим мембранам и белкам. 
Кристаллообразование при замораживании делает клеточную мем-
брану более жесткой из-за снижения ее проницаемости, из-за чего 
увеличивается концентрация веществ внутри клетки. В  результате 
возникает физиологический стресс, часть популяции гибнет [4].

Значительное влияние на выживаемость и сохраняемость свойств 
культур оказывают режимы замораживания и сушки: предваритель-
ная холодовая адаптация, скорость замораживания, окончательная 
температура замороженной бактериальной массы, температура 
десорбции, остаточная влажность и др. Эти параметры требуют ин-
дивидуального подбора для разных таксономических групп и даже 
отдельных штаммов [5–8].

Повышение выживаемости микроорганизмов при сублимацион-
ной сушке достигается за счёт изменения условий культивирования, 
увеличения исходной концентрации бактериальных клеток, опти-
мизации режимов сублимационной сушки, добавления различных 
криопротекторов  [9]. Rakchai с соавторами [10] продемонстрирова-
ли более высокую выживаемость лактобацилл при концентрации 
клеток 109–1010 КОЕ/г, чем при содержании клеток 108 КОЕ/г. Wang 
с соавторами [3] установили увеличение выживаемости при исполь-
зовании в  качестве криопротектора 10 % обезжиренного молока 
и его смеси с наночастицами фитогликогена и эмульсии Пикеринга. 
В другой работе была показана эффективность нескольких криопро-
текторов: сахарозы, трегалозы, обезжиренного молока и обезжирен-
ного молока с глутаматом натрия [11,12], как при лиофилизации, так 
и при хранении. Особое значение имеют режимы предварительного 
замораживания. Самую высокую жизнеспособность после сублима-
ционной сушки при изучении влияния трех режимов заморажива-
ния (минус 20 °C, минус 80 °C и  минус 196 °C) для молочнокислых 
бактерий Lactobacillus paracasei, Pediococcus parvulus и  Lactobacillus 
mali выявили при температуре минус 196 °C  [13]. Yang с  соавтора-
ми  [14] показали, что выживаемость культуры Lactiplantibacillus 

plantarum lip‑1 была выше при температуре замораживания минус 
80 °C, чем при минус 20 °C. В  отношении культур Lactiplantibacillus 
plantarum (далее L. plantarum) установлено влияние температуры за-
мораживания на целостность и проницаемость клеточных мембран, 
активность лактатдегидрогеназы и, в целом, на выживаемость лак-
тобацилл. При этом отмечена не только видовая, но и  штаммовая 
специфичность этого эффекта [5,15].

Перспективным направлением в  увеличении уровня выживае-
мости бактерий в  процессе замораживания, сушки и  хранения яв-
ляется использование различных криопротекторных веществ, обес-
печивающих повышение стабилизирующих свойств компонентов 
клеточной мембраны и  комплексной устойчивости клеток. Поиску 
криопротекторов для повышения выживаемости молочнокислых 
бактерий, в т. ч. лактобацилл, при лиофилизации посвящено большое 
количество исследований в связи с их широким использованием в со-
ставе бактериальных заквасок для производства пищевых продуктов 
и пробиотических препаратов [16–18]. Многие криопротекторы уже 
длительное время применяются в промышленных условиях, хотя ме-
ханизм их защитного действия остаётся не до конца понятным, но 
эффективность подтверждена эмпирически. В одном из современных 
научных обзоров Rockinger с соавторами  [2] констатируют, что еще 
нет однозначных подходов к  вопросу защиты клеток от поврежде-
ний при сублимации и это научная область все еще основана на эм-
пирической проверке различных теорий и криопротекторов. И пока 
не существует универсального «защитного коктейля», не смотря на 
явные положительные эффекты различных веществ. Однако авторы 
отмечают, что наиболее универсальным средством в  стабилизации 
не только бактерий, но и любого типа живых клеток при лиофильной 
сушке является трегалоза, хотя и сахароза или гидроксиэтилкрахмал, 
по их мнению, показали хорошие результаты [2].

В качестве криопротекторов при сублимационной сушке молоч-
нокислых бактерий используются различные вещества: обезжирен-
ное молоко, сахароза, трегалоза, лактоза, глюкоза, сорбит, мальто-
декстрин и др. [19–22]. Защитный эффект этих веществ обусловлен 
ингибированием образования кристаллов льда внутри бактериаль-
ных клеток и денатурации белков, что приводит к уменьшению по-
вреждений и гибели клеток.

Часто в  качестве криопротекторов используются дисахариды. 
Углеводы стабилизируют клеточные мембраны во время сушки за 
счёт вытеснения молекул воды. Согласно теории стеклования угле-
воды могут проникать в  пространство между клеточной стенкой 
и цитоплазматической мембраной, в результате чего уменьшаются 
механические повреждения растущими кристаллами льда. Исходя 
из этого такие углеводы, как сахароза, трегалоза, лактоза и др., счи-
таются хорошими криопротекторами при лиофилизации [8,13].

Исследования с  использованием внеклеточных полисахаридов, 
внутриклеточных совместимых растворов, а  также межмембран-
ных защитных веществ и материалов, обволакивающих клеточную 
мембрану, позволили выявить различные механизмы уменьшения 
повреждений и повышения устойчивости бактерий в процессе лио-
филизации. Кроме того установлено, что микроорганизмы в ответ на 
стрессовые воздействия, включая холод, запускают адаптивные ме-
ханизмы, в частности, изменение состава жирных кислот клеточной 
мембраны и  накопление совместимых веществ  [1,10]. И  при этом 
одним из самых распространённых способов адаптации к  стрессу 
является внутриклеточное накопление дисахаридов трегалозы, лак-
тозы, сахарозы [23,24].

Из технологических факторов процесса лиофилизации большое 
влияние на выживаемость бактерий оказывает температура замора-
живания. В различных исследованиях приводятся данные о различ-
ном влиянии режима замораживания и криопротекторных веществ, 
а также сочетания этих параметров. Но пока не сформировалось од-
нозначное мнение о главенствующей роли одного из этих факторов 
в сохранении жизнеспособности и стабильности метаболической ак-
тивности микроорганизмов [6,14,25].

Целью данной работы является изучение влияния различных ре-
жимов предварительного замораживания и  криопротекции на вы-
живаемость и сохранение метаболической активности мезофильных 
молочнокислых палочек вида Lactiplantibacillus plantarum при лио-
филизации и последующем длительном хранении.
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2.	 Объекты и методы
Объектами исследования были штаммы из коллекции ВНИИМС 

L. plantarum штамм 28 (далее PL28) и  L. plantarum штамм 37 (далее 
PL37), как представительные микроорганизмы вида Lactiplantibacillus. 
Данные штаммы занимают важное место в составе коллекционного 
фонда, так как обладают ценными производственными свойствами 
и используются для изготовления бактериальных заквасок для сыров.

Подготовку культур к  исследованию проводили путем куль-
тивирования в  10 % восстановленном стерильном обезжиренном 
молоке, приготовленном из сухого обезжиренного молока (СОМ 
ГОСТ 52791–20071 АО «Учебно-опытный молочный завод» г. Волог-
да), с 0,2 % дрожжевого автолизата и 0,1 % твин 80 в течение 16 ч при 
температуре (37 ± 1) °C. Инокулятом служили культуры, выращенные 
в  течение 16 ч при температуре (37 ± 1) °C в  жидкой среде MRS  — 
по ГОСТ 33951–20162.

В стерильные флаконы вносили молочные культуры в количестве 
1  см3, флаконы закрывали стерильными вакуумными резиновыми 
пробками и замораживали в течение 1 часа при трёх температурных 
режимах: минус (20 ± 1) °C, минус (30 ± 1) °C, минус (55 ± 1) °C. Замора-
живание образцов проводили в низкотемпературном морозильнике 
с принудительной циркуляцией воздуха ILKA SGS300/1000 (VEB ELE-
KTRO-ANLAGENBAU, Германия). В вариантах с криопротекторами во 
флаконы вносили 0,8 см3 культуры и 0,2 см3 раствора криопротекто-
ра концентрацией 20 % в соотношении 4:1. Замораживание проводи-
ли при тех же режимах.

Лиофильную сушку культур проводили на колпаковой лио-
фильной сушилке серии Scientz‑10N/10ND в  исполнении Top-Press 
(NINGBO Scientz Bio-technolgy CO, Китай) с температурой конденса-
тора до –55 °C и  предельным остаточным давлением 10 Па в тече-
ние (5,5 ± 0,5) ч при заданных параметрах и досушивали в течение 
(2,5 ± 0,5) часов при температуре (25 ± 1) °C.

Количество жизнеспособных клеток в процессе проведения экспе-
риментов перед замораживанием, после замораживания и после суш-
ки определяли по ГОСТ 33951–2016 на среде MRS с культивированием 
в анаэростате «Small» (Schuett, Германия) в течение 72-х часов.

Реактивацию лиофилизированных культур осуществляли ресу-
спендированием в  5  см3 10 %-ного стерильного восстановленно-
го обезжиренного молока и  культивированием при температуре 
(37 ± 1) °C до сквашивания. Метаболическую активность оценивали 
после 2-х кратных перевивок реактивированной культуры по сниже-
нию активной кислотности молока при культивировании в течение 
8 ч при температуре (37 ± 1) °C.

Активную кислотность молока определяли по ГОСТ 32892–20143 
на рН‑метре STARTER2100 с  пределом погрешности  ± 0,01 ед. рН 
(OHAUS, Китай).

В  экспериментах использовали три варианта криопротектор-
ной защиты. В первом варианте (контрольном) криопротекторной 
защитой являлась сама среда культивирования на основе сухого 
обезжиренного молока, во втором варианте использовали раствор 
сахарозы (МСД Кемикал, г. Москва) и в третьем раствор трегалозы 
(Gold AS, Китай).

Для определения влияния условий лиофильной сушки на выжи-
ваемость и  метаболическую активность молочнокислых палочек, 
были разработаны и проведены полные двухфакторные трёхуровне-
вые эксперименты на двух этапах — после замораживания исследуе-
мых культур и после завершения их лиофильной сушки. Выходными 
(определяемыми) величинами в эксперименте были выживаемость 
и  метаболическая активность молочнокислых палочек. В  качестве 
влияющих факторов в  эксперименте первым фактором была вы-
брана и использована температура замораживания культуры: минус 
20 °C, минус 30 °C, минус 55 °C. Вторым влияющим фактором явля-
лось использование криопротекторов: отсутствие криопротектора 
(контроль), 20 % раствор сахарозы в соотношении 4:1 и 20 % раствор 
трегалозы в соотношении 4:1.

Статистический анализ полученных экспериментальных данных 
проводили с использованием программы Microsoft Office Excel, 2019. 
Влияние действующих факторов на выживаемость и  метаболиче-
скую активность молочнокислых бактерий определяли двухфактор-
ным дисперсионным анализом с повторениями.

Достоверность полученных результатов обеспечивали трехкрат-
ным повторением каждого эксперимента и  оценке воспроизво-

1	 ГОСТ 52791–2007 «Консервы молочные. Молоко сухое. Технические ус-
ловия». М.: Стандартинформ, 2008. — 10 с.

2	 ГОСТ 33951–2016 «Молоко и молочные продукты. Методы определения 
молочнокислых микроорганизмов». М.: Стандартинформ, 2016. — 15 с.

3	 ГОСТ 32892–2014 «Молоко и молочная продукция. Метод измерения ак-
тивной кислотности». М.: Стандартинформ, 2015. — 10 с.

димости полученных результатов с  помощью критериев Кохрена 
и Стьюдента при уровне значимости p < 0,05.

3.	 Результаты и обсуждение

3.1. Изучение влияния температуры замораживания 
и криопротекции на выживаемость культуры PL28

Результаты определения влияния температуры замораживания 
и вида криопротектора на выживаемость культуры PL28 после пред-
варительной стадии лиофильной сушки — замораживания приведе-
ны в Таблице 1. После завершения экспериментов были рассчитаны 
средние значения выживаемости бактерий и  выборочные диспер-
сии для каждой группы полученных результатов.

Оценка воспроизводимости этого эксперимента была проведе-
на с  использованием G‑критерия Кохрена для уровня значимости 
p < 0,05:

	 Gэкс = 
S

S

i max

i

n

2

2

1
∑

,	 (1)

где: S2
i max — максимальное значение выборочной дисперсии по выживае-

мости в этом эксперименте.

Рассчитанное значение критерия Кохрена Gэкс = 0,26, что меньше 
его табличного критического значения Gкр = 0,4775. Таким образом, 
подтверждается гипотеза об однородности дисперсий, т. е. экспери-
мент воспроизводим. Дисперсия воспроизводимости S2

воспр экспери-
мента в целом оценена как:

	 S2
воспр =  1 2

1n
Si

i

n

=
∑ ,	 (2)

Откуда S2
воспр = 29,16, т. е. стандартное отклонение (Sy) результата 

эксперимента на этом этапе его проведения составляет 5,4 %.

Таблица 1. Влияние температуры замораживания 
и криопротекции на выживаемость культуры PL28 после 

замораживания
Table 1. Effect of freezing temperature and cryoprotection on survival 

of culture PL28 after freezing

Условия замораживания
Криопротектор

Контроль Сахароза Трегалоза

Температура, 
°C

П
ар

ам
ет

р

К
О

Е и
сх

К
О

Е

%
 в

ы
ж

.

К
О

Е

%
вы

ж
.

К
О

Е

%
вы

ж
.

минус (55 ± 1)

Y11 1280 1180 92,2 875 68,4 820 64,1

Y12 1200 1020 85,0 850 70,8 800 66,7

Y13 1050 980 93,3 738 70,2 688 65,5

Y 1 1177 1060 90,2 821 69,8 769 65,4

S2
i — — 20,4 — 1,7 — 1,7

минус (30 ± 1)

Y11 1350 820 60,7 750 55,6 1050 77,8

Y12 1050 780 74,3 705 69,1 900 85,7

Y13 1240 790 63,7 695 56,0 920 74,2

Y 1 1213 797 66,2 717 60,2 957 79,2

S2
i — — 50,8 — 58,6 — 34,7

минус (20 ± 1)

Y11 1410 1010 78,3 1062 75,4 738 52,3

Y12 1540 1080 70,1 1100 71,4 625 40,6

Y13 1380 990 71,7 1060 76,8 780 56,5

Y 1 1443 1027 73,4 1074 74,5 714 49,8

S2
i — — 18,6 — 7,8 — 68,2

где: КОЕ — количество колониеобразующих единиц, КОЕисх — исходное 
КОЕ,  %выж — процент выживших КОЕ, Yij  — значения выходных пара-
метров, i — номер эксперимента, j — часть эксперимента. Y i — средние 
значения параметра, S2

i — выборочные дисперсии значений выживаемо-
сти Y i.

Значимость и существование взаимосвязи влияния действующих 
факторов на выживаемость молочнокислых бактерий после замо-
раживания определяли типовым двухфакторным дисперсионным 
анализом с повторениями. Результаты этого анализа представлены 
в Таблице 2.



491

Сорокина Н. П. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 8 № 4  |  2025  |  С.  488–497

Таблица 2. Значимость влияния температуры замораживания 
и криопротекции на выживаемость бактерий PL28 после 

замораживания
Table 2. Significance of an effect of freezing temperature and cryoprotection 

on survival of bacteria PL28 after freezing

Источник вариаций F p-значение F-критическое

Температура 6,957 5,772 · 10–03 3,554

Криопротекторы 11,316 6,570 · 10–04 3,554

Взаимодействие 18,137 3,979 · 10–06 2,927

Исходя из результатов проведённого дисперсионного анализа 
можно сделать вывод о том, что температура замораживания бак-
терий и  вид криопротектора имеют значимое влияние на выжи-
ваемость клеток (p  0,05). Кроме того, значимое влияние имеет 
и сочетание определённой температуры с определённым криопро-
тектором. Для визуальной оценки характера этого влияния на выжи-
ваемость клеток при замораживании приведён Рисунок 1.

Как видно из приведенного Рисунка 1 и Таблицы 1, максимальное 
выживание бактерий PL28 при замораживании обеспечивается при 
температуре минус 55 °C без использования криопротектора. Отсю-
да следует, что характер действия трегалозы, как криопротектора, 
совершенно иной и наилучшие результаты при его использовании 
достигаются при температуре минус 30 °C.

В Таблице 3 приведены результаты определения влияния темпе-
ратуры предварительного замораживания и  вида криопротектора 
на выживаемость и метаболическую активность культуры PL28 по-
сле окончания полного цикла лиофильной сушки. После завершения 
экспериментов были рассчитаны средние значения выживаемости 
бактерий и выборочные дисперсии для каждой группы полученных 
результатов.

Оценка воспроизводимости этого эксперимента в целом, также 
как и ранее, была проведена с использованием G‑критерия Кохрена 
на уровне значимости p < 0,05по формулам (1) и  (2) отдельно для 
выживаемости и  метаболической активности. Рассчитанное зна-
чение критерия Кохрена по этой таблице для оценки выживаемо-
сти бактерий Gэкс = 0,19, что меньше его табличного критического 
значения Gкр = 0,4775. Также был рассчитан критерий Кохрена для 
оценки изменения метаболической активности бактерий после 
сушки, его значение Gэкс = 0,185, что также меньше его табличного 
критического значения Gкр = 0,4775. Таким образом, подтверждает-
ся гипотеза об однородности дисперсий, т. е. эксперимент в целом 
воспроизводим.

Дисперсия воспроизводимости эксперимента в  целом оценена 
по (2) и составляет S2

воспр=14,39 для выживаемости и S2
воспр=0,001 для 

метаболической активности. Откуда стандартное отклонение (Sy) ре-
зультата эксперимента в целом по выживаемости бактерий состав-
ляет 3,8 % и находится в пределах инструментальной погрешности 
прибора для измерения рН при оценке метаболической активности 
бактерий.

Таблица 3. Влияние температуры замораживания 
и криопротекции на выживаемость и метаболическую 

активность культуры PL28 после лиофильной сушки
Table 3. Effect of freezing temperature and cryoprotection on survival and 

metabolic activity of culture PL28 after freeze-drying

Условия 
эксперимента

Вид криопротектора

Контроль Сахароза Трегалоза

Температура 
замораживания, 

°C

П
ар

ам
ет

р

%
вы

ж
.

Δ
pH

%
вы

ж
.

Δ
pH

%
вы

ж
.

Δ
pH

минус (55 ± 1)

Y11 25,78 0,34 41,25 0,4 32,03 0,36

Y12 23,33 0,29 37,5 0,35 33,33 0,37

Y13 23,81 0,38 45,24 0,43 26,19 0,41

Y 1 24,31 0,337 41,33 0,393 30,52 0,38

S2
i 1,686 0,002 14,98 0,002 14,46 7 · 10–04

минус (30 ± 1)

Y11 28,15 0,36 52,78 0,33 68,52 0,37

Y12 33,33 0,42 57,52 0,42 61,9 0,43

Y13 33,87 0,4 50,64 0,39 62,09 0,41

Y 1 31,78 0,393 53,65 0,38 64,17 0,403

S2
i 9,974 9 · 10–04 12,4 0,002 14,2 9 · 10–04

минус (20 ± 1)

Y11 41,84 0,32 50,35 0,38 46,1 0,45

Y12 35,06 0,41 40,58 0,43 36,49 0,42

Y13 40,57 0,37 46,37 0,41 39,13 0,4

Y 1 39,16 0,367 45,77 0,407 40,57 0,423

S2
i 12,99 0,002 24,14 6 · 10–04 24,65 6 · 10–04

где: КОЕ  — количество колониеобразующих единиц, %выж  — процент 
выживших КОЕ, ΔpH — изменение метаболической активности, Yij — зна-
чения выходных параметров, i — номер эксперимента, j — часть экспе-
римента. Y i — средние значения параметра, S2

i — выборочные дисперсии 
значений Y i.

Значимость и существование взаимосвязи влияния действующих 
факторов на выживаемость молочнокислых бактерий и  изменение 
метаболической активности после замораживания и окончательной 
лиофильной сушки также определяли двухфакторным дисперсион-
ным анализом с повторениями. Результаты этого анализа представ-
лены в Таблице 4.

Таблица 4. Значимость влияния температуры замораживания 
и криопротекции на выживаемость и метаболическую 

активность бактерий PL28 после замораживания 
и лиофилизации

Table 4. Significance of the effect of freezing temperature 
and cryoprotection on survival and metabolic activity of bacteria PL28 

after freezing and freeze-drying

Источник вариаций F p-значение F-критическое

Выживаемость

Температура 49,798 4,611 · 10–08 3,554

Криопротекторы 42,876 1,423 · 10–07 3,554

Взаимодействие 16,020 9,413 · 10–06 2,927

Метаболическая активность

Температура 1,593 0,230 3,554

Криопротекторы 2,547 0,106 3,554

Взаимодействие 0,888 0,490 2,927

Результаты проведённого дисперсионного анализа позволяют 
сделать вывод о  том, что температура замораживания бактерий 
и  вид криопротектора имеют значимое влияние на выживаемость 
клеток после их лиофильной сушки (p  0,05). Значимое влияние 
имеет и  сочетание определённой температуры с  определённым 
криопротектором. Визуальную оценку характера этого влияния на 
выживаемость клеток после замораживания и их лиофильной сушки 
можно сделать по Рисунку 2.

Как видно из Рисунка 2 и Таблицы 3, максимальное выживание 
бактерий PL28 после замораживания и лиофильной сушки обеспе-
чивается при температуре –30 °C с  использованием трегалозы. Без 
использования криопротектора результаты наихудшие. Отсюда сле-
дует, что характер действия трегалозы, как криопротектора, остается 
неизменным как при замораживании, так и при сушке, в то время 

Рисунок 1. Влияние температуры замораживания 
и криопротекции на выживаемость бактерий PL28 после 

замораживания
Figure 1. Effect of freezing temperature and cryoprotection on survival of 

bacteria PL28 after freezing
Примечание: индексы (A) показывает статистически значимые различия (p < 0,05) 
внутри групп криопротекторов при различных температурах замораживания; ин-
декс (a) показывают значимые различия (p < 0,05), (b) — отсутствие различий вну-
три групп криопротекторов при одинаковых температурах замораживания.
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как отсутствие криопротектора отрицательно сказывается именно 
на этапе лиофильной сушки. Использование сахарозы даёт проме-
жуточные результаты.

Влияние температуры и  криопротекции на метаболическую 
активность бактерий PL28 при лиофильной сушке далее не рас-
сматривается, так как дисперсионный анализ (Таблица 4)  показал 
отсутствие статистической значимости результатов этой части экс-
перимента, p > 0,05.

Результаты, полученные в  ходе этого эксперимента, позволяют 
оценить свойства использованных криопротекторов в качестве ли-
опротекторов, т.  е. веществ, повышающих выживаемость бактерий 
непосредственно в  процессе лиофильной сушки. Для этого из ре-
зультатов по выживаемости после замораживания (Таблица 1)  вы-
читали аналогичные результаты после сушки (Таблица 3) и форми-
ровали Таблицу 5.

Таблица 5. Величины гибели бактерий PL28 
при лиофильной сушке

Table 5. Levels of death of bacteria PL28 upon freeze-drying

Условия эксперимента Криопротектор
Контроль Сахароза Трегалоза

Температура, °C Параметр Гибель, % Гибель, % Гибель, %
минус (55 ± 1) Y11 66,42 27,15 32,07

Y12 61,67 33,3 33,37
Y13 69,49 24,96 39,31

Y 1 65,89 28,47 34,88

минус (30 ± 1) Y11 32,55 2,82 9,28
Y12 40,97 11,58 23,8
Y13 29,83 5,36 12,11

Y 1 34,42 6,55 15,03

минус (20 ± 1) Y11 36,46 25,05 6,2
Y12 35,04 30,82 4,11
Y13 31,13 30,43 17,37

Y 1 34,24 28,73 9,23

На основе полученных расчётов были построены графики, на-
глядно демонстрирующие влияние криопротекторов на гибель кле-
ток PL28 при лиофильной сушке (Рисунок 3).

Как видно из Таблицы 5 и Рисунка 3 в любом случае максималь-
ная гибель при лиофилизации наблюдается у клеток культуры PL28, 
замороженных при минус 55 °C и достигает 60 % для клеток без кри-
опротекторов. Использование криопротекторов в  тех же условиях 
почти в два раза снижает гибель, а при замораживании клеток при 
минус 30 °C снижает гибель более, чем в  пять раз. Таким образом, 
криопротекторы сахароза и трегалоза являются эффективными ли-
опротекторами для бактерий PL28, предварительно замороженных 
при температуре минус 3 °C.

3.2. Изучение влияния температуры замораживания и характера 
криопротекции на выживаемость и метаболическую активность 
культуры PL37

Во второй части эксперимента исследовали культуру L. plantarum 
PL37. Для этого были проведены такие же, как и в первой части ра-
боты, двухфакторные трёхуровневые эксперименты с повторениями 
с теми же влияющими факторами. Результаты первого этапа этого 
эксперимента приведены в Таблице 6.

Таблица 6. Результаты определения влияния температуры 
замораживания и характера криопротекции на выживаемость 

PL37 после замораживания
Table 6. Results of determining an effect of freezing temperature  
and character of cryprotection on survival on PL37 after freezing

Условия замораживания
Криопротектор

Контроль Сахароза Трегалоза

Температура, 
°C

П
ар

ам
ет

р

К
О

Е и
сх

К
О

Е

%
вы

ж

К
О

Е

%
вы

ж

К
О

Е

%
вы

ж

минус (55 ± 1)

Y21 1400 1081 77,21 1311 93,65 1550 86,15
Y22 1295 1015 78,38 1175 90,75 1363 83,27
Y23 1350 988 73,22 1192 88,28 1420 81,05

Y 2 1348 1028 76,27 1226 90,89 1444 83,49

S2
i — — 7,31 — 7,22 — 6,54

минус (30 ± 1)

Y21 1530 1308 85,48 850 55,55 809 52,87
Y22 1670 1383 82,82 890 53,32 804 48,14
Y23 1570 1254 79,85 799 50,90 791 50,38

Y 2 1590 1315 82,72 846 53,26 801 50,46

S2
i — — 7,93 — 5,41 — 5,59

минус (20 ± 1) 

Y21 1740 1466 84,24 954 54,82 663 47,59
Y22 1825 1628 89,23 905 49,62 850 46,58
Y23 1780 1535 86,22 860 52,75 880 49,42

Y 2 1782 1543 86,56 906 52,40 798 47,86

S2
i — — 6,31 — 6,85 — 2,07

где: КОЕ  — количество колониеобразующих единиц, %выж  — процент 
выживших КОЕ, ΔpH — изменение метаболической активности, Yij — зна-
чения выходных параметров, i — номер эксперимента, j — часть экспе-
римента. Y i — средние значения параметра, S2

i — выборочные дисперсии 
значений Y i.

Оценка воспроизводимости этого эксперимента также была про-
ведена с  использованием G‑критерия Кохрена по формуле (1) для 
уровня значимости α = 0,05. Рассчитанное значение критерия Кох-
рена Gэкс = 0,31, что меньше его табличного критического значения 
Gкр = 0,4775. Таким образом, подтверждается гипотеза об однород-
ности дисперсий, т. е. эксперимент воспроизводим. Дисперсия вос-
производимости эксперимента в целом определена по формуле (2), 

Рисунок 2. Влияние температуры замораживания 
и криопротекторов на выживаемость бактерий PL28 после 

лиофильной сушки
Figure 2. Effect of freezing temperature and cryoprotectors on survival 

of bacteria PL28 after freeze-drying
Примечание: индекс (A) показывает статистически значимые различия (p < 0,05), 
(B) — отсутствие различий между группами криопротекторов при различных тем-
пературах замораживания; индекс (a) показывает значимые различия (p < 0,05), 
(b) — отсутствие различий внутри групп криопротекторов при одинаковых тем-
пературах замораживания.

Рисунок 3. Влияние криопротекции на гибель бактерий PL28 
после лиофильной сушки

Figure 3. Effect of cryoprotection on the death of bacteria PL28  
after freeze-drying

Примечание: индекс (A) показывает статистически значимые различия (p < 0,05), 
(B) — отсутствие различий между группами криопротекторов при различных тем-
пературах замораживания; индекс (a) показывает значимые различия (p < 0,05) 
внутри групп криопротекторов при одинаковых температурах замораживания.
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её значение S2
воспр = 37,74 т. е. стандартное отклонение (Sy) результата 

на этом этапе эксперимента составляет 6,15 %.
Значимость и существование взаимосвязи влияния действующих 

факторов на выживаемость молочнокислых бактерий (PL37) после 
замораживания также определяли двухфакторным дисперсионным 
анализом с повторениями. Результаты этого анализа представлены 
в Таблице 7.

Таблица 7. Значимость влияния температуры замораживания 
и криопротекторов на выживаемость бактерий PL37 после 

замораживания
Table 7. Significance of an effect of freezing temperature and cryoprotectors 

of survival of bacteria PL37 after freezing

Источник вариаций F p-значение F-критическое

Температура 222,52 2,02 · 10–13 3,554

Криопротекторы 181,32 1,18 · 10–12 3,554

Взаимодействие 109,75 2,19 · 10–12 2,927

Полученные результаты дисперсионного анализа показывают, что 
температура замораживания бактерий и вид криопротектора имеют 
значимое влияние на выживаемость клеток, p  0,05. Также значимое 
влияние имеет и сочетание определённой температуры с определён-
ным криопротектором. Для иллюстрации характера этого влияния на 
выживаемость клеток после замораживания приведён Рисунок 4.

Как видно из Рисунка 4 и  Таблицы 6, максимальная выживае-
мость бактерий PL37 при замораживании обеспечивается при тем-
пературе –55 °C с использованием криопротектора сахароза. Отсюда 
следует, что характер действия трегалозы на выживаемость PL37 при 
замораживании совпадает с  действием сахарозы, но это действие 
несколько слабее. При более высоких температурах заморажива-
ния действие этих криопротекторов ослабевает и при температуре 
–20 °C наилучшая выживаемость достигается без их использования.

Если сравнивать результаты влияния вида криопротекторов при 
различных температурах при замораживании на выживаемость куль-
тур PL28 и PL37, то нетрудно заметить, что условия их максимальной 
выживаемости различаются, что предполагает штаммовое разноо-
бразие в устойчивости бактериальных культур к замораживанию.

В  Таблице 8 приведены результаты определения влияния тем-
пературы замораживания и  характера криопротекции на выжи-
ваемость и  метаболическую активность молочнокислых бактерий 
(PL37) после окончания лиофильной сушки. После завершения 
экспериментов были рассчитаны средние значения выживаемости 
бактерий и выборочные дисперсии для каждой группы полученных 
результатов.

Оценка воспроизводимости этого эксперимента в  целом была 
проведена с  использованием G‑критерия Кохрена на уровне зна-
чимости p < 0,05по формулам (1) и  (2). Рассчитанное значение кри-
терия Кохрена по этой таблице для оценки выживаемости бакте-
рий Gэкс = 0,19, что меньше его табличного критического значения 
Gкр = 0,4775. Таким образом, подтверждается гипотеза об однородно-
сти дисперсий, т. е. эксперимент в целом воспроизводим.

Таблица 8. Влияние температуры замораживания и характера 
криопротекции на выживаемость и метаболическую 
активность культуры PL37 после лиофильной сушки

Table 8. Effect of freezing temperature and character of cryoprotection 
on survival and metabolic activity of culture PL37 after freeze-drying

Условия замораживания
Криопротектор

Контроль Сахароза Трегалоза

Температура, 
°C
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ар
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ет

р

К
О

Еи
сх

К
О

Е

%
вы

ж

К
О

Е

%
вы

ж

К
О

Е

%
вы

ж

минус (55 ± 1)

Y21 1400 753 53,80 975 56,84 707 50,51

Y22 1295 597 46,10 796 53,55 676 52,2

Y23 1350 695 51,45 733 54,32 651 48,25

Y 2 1348 682 50,45 835 54,90 678 50,32

S2
i — — 15,57 — 2,96 — 3,92

минус (30 ± 1)

Y21 1530 395 41,95 793 51,86 761 49,74

Y22 1670 530 38,54 799 47,82 775 46,85

Y23 1570 490 44,15 858 54,65 831 52,95

Y 2 1590 472 41,55 817 51,44 789 49,85

S2
i — — 7,99 — 11,79 — 9,31

минус (20 ± 1)

Y21 1740 290 20,94 535 30,72 560 32,19

Y22 1825 380 23,25 814 34,50 618 33,88

Y23 1780 325 24,85 634 35,64 645 36,25

Y 2 1782 332 23,01 661 33,62 608 34,11

S2
i — — 3,86 — 6,63 — 4,15

где: КОЕ — количество колониеобразующих единиц,%выж — процент вы-
живших КОЕ, ΔpH — изменение метаболической активности, Yij — зна-
чения выходных параметров, i — номер эксперимента, j — часть экспе-
римента. Y i — средние значения параметра, S2

i — выборочные дисперсии 
значений Y i.

Дисперсия воспроизводимости эксперимента в  целом оценена 
по (2) и составляет S2

воспр=14,39 для выживаемости. Откуда стандарт-
ное отклонение (Sy) результата этого эксперимента в целом по вы-
живаемости бактерий составляет 3,8 %.

Значимость и существование взаимосвязи влияния действующих 
факторов на выживаемость молочнокислых бактерий (PL37) после 
замораживания и лиофильной сушки также определяли двухфактор-
ным дисперсионным анализом с  повторениями. Результаты этого 
анализа представлены в Таблице 9.

Таблица 9. Значимость влияния температуры замораживания 
и криопротекторов на выживаемость бактерий PL37 после 

замораживания и лиофилизации
Table 9. Significance of an effect of freezing temperature and cryoprotectors 

on survival of bacteria PL37 after freezing and lyophilization

Источник вариаций F p-значение F-критическое

Температура 160,74 3,31 · 10–12 3,554

Криопротекторы 23,25 1,02 · 10–5 3,554

Взаимодействие 3,53 0,026 2,927

Полученные результаты дисперсионного анализа показывают, 
что температура замораживания бактерий и  вид криопротектора 
имеют значимое влияние (p  0,05) на выживаемость клеток после 
лиофилизационной сушки. Также значимое влияние имеет и сочета-
ние определённой температуры с определённым криопротектором. 
Для иллюстрации характера этого влияния на выживаемость клеток 
после замораживания приведён Рисунок 5.

Из приведённого Рисунка 5 видно, что для бактерий PL37 зави-
симость выживаемости от использования криопротекторов или их 
отсутствия при лиофилизации имеет схожий характер, при этом не-
сколько большая выживаемость наблюдается с использовании саха-
розы, а наихудший результат, в любом случае, получен при замора-
живании минус 20 °C.

Оценка действия криопротекторов как лиопротекторов была 
проведена также, как и в первой части работы. Для этого из резуль-
татов по выживаемости после замораживания (Таблица 6) вычитали 
аналогичные результаты после лиофильной сушки (Таблица 8), а по-
лученные результаты сводили в таблицу (Таблица 10).

Рисунок 4. Влияние температуры замораживания 
и криопротекции на выживаемость бактерий PL37 после 

их замораживания
Figure 4. Effect of freezing temperature and cryoprotection on survival 

of bacteria PL37 after their freezing
Примечание: индекс (A) показывает статистически значимые различия (p < 0,05) 
между группами криопротекторов при различных температурах замораживания; 
индекс (a) показывает значимые различия (p < 0,05) внутри групп криопротекто-
ров при одинаковых температурах замораживания.
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Таблица 10. Величины гибели бактерий PL37 
при лиофильной сушке

Table 10. Levels of death of bacteria PL37 upon freeze-drying

Условия эксперимента Криопротектор

Контроль Сахароза Трегалоза

Температура, °C Параметр Гибель, % Гибель, % Гибель, %

минус (55 ± 1) Y11 23,41 36,81 35,64

Y12 32,28 37,20 31,07

Y13 21,77 33,96 32,80

Y 1 25,82 35,99 33,17

минус (30 ± 1) Y11 43,53 3,69 3,13

Y12 44,28 5,50 1,29

Y13 35,7 0,00 0,00

Y 1 41,17 3,06 1,47

минус (20 ± 1) Y11 63,3 24,10 15,40

Y12 65,98 15,12 12,70

Y13 61,37 17,11 13,17

Y 1 63,55 18,78 13,76

На основе данных Таблицы 10 были построены графики, демон-
стрирующие влияние криопротекторов на гибель клеток PL37 при 
лиофильной сушке (Рисунок 6).

Как видно из Таблицы 10 и  Рисунка 6, максимальная гибель 
при лиофилизации наблюдается для клеток без криопротекторов, 
замороженных при минус 55 °C и составляет более 60 %. Использо-
вание криопротекторов резко меняет зависимость уровня гибели 
клеток от температуры замораживания. Действие криопротекторов 
имеет сходный характер и достигает максимального эффекта для 
клеток, замороженных при температуре –30 °C, снижая их гибель 
до единиц процентов. В тоже время замораживание клеток при ми-
нус 55 °C сопровождается повышенной гибелью бактерий при ис-
пользовании криопротекторов. Таким образом, для бактериальной 
культуры PL37 криопротекторы сахароза и трегалоза являются эф-
фективными лиопротекторами при температуре замораживания 
близкой к –30 °C.

Как показали проведённые исследования наибольшая эффектив-
ность действия сахарозы и  трегалозы в, качестве лиопротекторов 
при лиофильной сушке, для обоих штаммов бактерий (PL28 и PL37) 
находится в одном и том же диапазоне температур предварительно-
го замораживания.

По результатам проведённых исследований составлена итого-
вая таблица по наилучшим условиям замораживания и  лиофиль-
ной сушке молочнокислых палочек L. plantarum (Таблица 11). По-
сле замораживания выживаемость культуры PL28 при температуре 
минус 55 °C без криопротектора составляла 90,2 %, а культуры PL37 
при этих же условиях — 90,89 %. После завершения лиофилизации 
сохранность обоих штаммов снизилась и составила 64,2 % для куль-
туры PL28 при температуре минус 30 °C с добавлением трегалозы 
и 54,9 % для культуры PL37 при температуре минус 55 °C с добавле-
нием трегалозы.

Из полученных результатов проведённых исследований следует, 
что выживаемость и метаболическая активность изученных культур 
мезофильных молочнокислых палочек существенно зависят от усло-
вий лиофильной сушки и имеют штаммовый характер.

Вместе с тем зависимости от влияющих факторов для них различ-
ны, максимальная выживаемость не всегда совпадает с максималь-
ной метаболической активностью. В  связи с  этим целесообразно 
ввести обобщённый показатель (18) эффективности процесса лио-
фильной сушки.

	 Kэф = Kма   Kв

100
 ,	 (3)

где: Kма — коэффициент метаболической активности, Kв — коэффициент 
выживаемости.

В Таблице 12 приведены результаты расчета этого коэффициента 
по результатам анализа данных, полученных в экспериментах.

Из Таблицы 12 видно (выделено жирным штифтом), что при 
сушке культуры PL28 наибольшая эффективность процесса осу-
ществляется при температуре заморозки минус 30 °C в присутствии 
криопротектора трегалозы, что соответствует его максимальной вы-
живаемости. При сушке штамма PL37 наибольшая эффективность 
процесса при температуре минус 55 °C в присутствии трегалозы, что 
также соответствует максимальной выживаемости этих бактерий.

Лиофилизированные культуры заложены на хранение с  целью 
наблюдения за сохранением количества жизнеспособных клеток 
и метаболической активности в процессе длительного хранения.

Рисунок 5. Влияние температуры замораживания 
и криопротекторов на выживаемость бактерий PL37  

после лиофильной сушки
Figure 5. Effect of freezing temperature and cryoprotectors on survival 

of culture PL37 after freeze-drying
Примечание: индекс (A) показывают статистически значимые различия (p < 0,05), 
(B) — отсутствие различий между группами криопротекторов при различных тем-
пературах замораживания; индекс (a) показывает значимые различия (p < 0,05), 
(b) — отсутствие различий внутри групп криопротекторов при одинаковых тем-
пературах замораживания.

Рисунок 6. Влияние криопротекции на гибель бактерий PL37 
после лиофильной сушки

Figure 6. Effect of cryoprotection on death of bacteria PL37 
after freeze-drying

Примечание: индекс (A) показывает статистически значимые различия (p < 0,05) 
между группами криопротекторов при различных температурах замораживания; 
индекс (a) показывает значимые различия (p < 0,05) внутри групп криопротекто-
ров при одинаковых температурах замораживания.

Таблица 11. Наилучшие условия лиофилизации лактобацилл
Table 11. The best conditions of lyophilization of lactobacilli

Номер штамма Стадия
лиофилизации

Выживаемость Метаболическая активность

Температура, °C Протектор Температура, °C Протектор

PL28
Замораживание минус (55 ± 1) Без протектора — —

Сушка минус (30 ± 1) Трегалоза минус (20 ± 1) Трегалоза

PL37
Замораживание минус (55 ± 1) Без протектора — —

Сушка минус (55 ± 1) Трегалоза минус (20 ± 1) Трегалоза
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Таблица 12. Коэффициенты эффективности процесса 
лиофильной сушки

Table 12. Coefficients of effectiveness of the freeze-drying process

Условия эксперимента
Kэф PL28 Kэф PL37Температура 

замораживания, °C
Вид 

криопротектора

минус (30 ± 1) трегалоза 0,199 0,205

минус (20 ± 1) трегалоза 0,183 0,231

минус (55 ± 1) трегалоза 0,168 0,256

минус (30 ± 1) сахароза 0,178 0,183

минус (20 ± 1) сахароза 0,161 0,216

минус (55 ± 1) сахароза 0,144 0,247

минус (30 ± 1) отсутствует 0,158 0,163

минус (20 ± 1) отсутствует 0,14 0,201

минус (55 ± 1) отсутствует 0,122 0,237

3.3. Обсуждение
Сравнение результатов по влиянию температуры заморажива-

ния бактерий и характера криопротекции на их выживаемость после 
замораживания и  результатов выживаемости после полного цикла 
лиофилизации, показало, что наилучшие результаты по выживае-
мости разных штаммов получены в различных условиях. Так после 
замораживания максимальная сохранность клеток культуры PL28 
составила 90,2 % при температуре замораживания минус 55 °C без 
добавления криопротектора, а после сушки максимально выживало 
64,2 % при температуре замораживания минус 30 °C с добавлением 
криопротектора трегалозы. В  присутствии сахарозы после сушки 
наибольшая сохранность жизнеспособности культуры PL28 соста-
вила 53,7 %. Для штамма PL37 после замораживания выявлена мак-
симальная выживаемость на уровне 90,9 % при тех же условиях, но 
сохранность после сушки была наиболее высокой при температуре 
минус 55 °C в присутствии трегалозы и составила 54,9 %. То есть из 
двух использованных в эксперименте дисахаридов лучший эффект 
обеспечило добавление трегалозы, что согласуется с данными дру-
гих исследователей [11,23].

По-видимому, это связано с тем, что на этапе замораживания про-
исходит кристаллизация влаги вокруг клеток и  внутри, а  в  зависи-
мости от скорости кристаллизации образуются крупные или мелкие 
кристаллы льда, повреждающие бактериальные клетки. Очевидно, 
что при очень низких температурах, т. е. высокой скорости замора-
живания, образуются более мелкие кристаллы, наносящие меньшие 
повреждения, а  отсутствие криопротекторной защитной оболочки 
также способствует более высокой скорости замораживания.

После замораживания при лиофильной сушке происходит субли-
мация воды с поверхности бактериальных клеток в условиях низкого 
давления и подогрева и, возможно, непосредственно из бактериаль-
ных клеток, что может вызывать их гибель. В этом случае, наличие 
эффективного криопротектора, защищающего клетки бактерий от 
излишнего удаления из них воды, обеспечивает их более высокую 
сохранность. По сравнению с этим температура замораживания уже 
оказывает меньшее влияние. Для обоих исследованных штаммов 
лактобацилл превалирующим фактором на этапе лиофильной сушки 
является вид криопротектора (или его отсутствие), а не температура 
замораживания.

Степень выживаемости культур PL28 и PL37 после сушки при раз-
ных условиях в нашем исследовании согласуется с результатами дру-
гих исследований. По данным G.-Q. Wang c соавторами [25] для трёх 
штаммов L. plantarum также показан наибольший защитный эффект 
трегалозы, самая высокая выживаемость выявлена у  двух штаммов 
после сушки с предварительной температурой замораживания минус 
60 °C, а у одного штамма была примерно одинаковой при температу-
ре минус 20, 30 и 60 °C. Показатели выживаемости после сушки также 
были значительно ниже, чем при замораживании, и также отмечены 
существенные различия между штаммами. Однако при этом у одного 
штамма сохранение жизнеспособности было выше, чем у наших куль-
тур и достигло около 80 % [25]. Другими авторами установлена макси-
мальная криозащита при добавлении 15 % трегалозы [26].

В другом исследовании криопротекторы также положительно вли-
яли на выживаемость мезофильных молочнокислых палочек L.  fer-
mentum после сушки и,  что интересно, при длительном хранении. 
Но наибольший защитный эффект установлен при добавлении к от-
мытым клеткам лактобацилл 10 % обезжиренного молока с  5 % глу-

тамата, который составил 100 % непосредственно после сушки и 87 % 
после 1 года хранения. Немного меньший эффект получен с 10 % обез-
жиренным молоком (96 % и 74 % соответственно), а трегалоза практи-
чески не оказала защиты — выживаемость составила всего 7 %  [11].

Имеются данные и  о  значительном защитном эффекте других 
видов и  концентраций криопротекторов. Kavak с  соавторами  [27] 
выявили самую высокую выживаемость пробиотического штамма 
L. plantarum NBC99 при лиофильной сушке с комплексной защитной 
средой, содержащей 25 % обезжиренного молока, 8,71 % мальтодек-
стрина и  1,13 % сахарозы. Спектр криопротекторов продолжает рас-
ширяться. В  2022 г. впервые был оценен защитный потенциал раз-
личных биомасс микроводорослей для пробиотических лактобацилл 
(L. acidophilus La‑05 и L. casei Lc‑01) при сублимации и хранении. Био
масса микроводорослей обладала таким же или более выраженным 
криопротекторным потенциалом в части предотвращения поврежде-
ния целостности мембран клеток и выживаемости, чем признанный 
криопротектор — фруктоолигосахарид, и эти эффекты варьировались 
у исследуемых штаммов [28]. В других случаях установлено улучше-
ние защитного действия обезжиренного молока при добавлении 
различных веществ: 1 % экстракта кожуры граната при сублимации 
Lactobacillus gasseri H87 [29]; 2 % диоксида кремния [30]. При исследо-
вании в качестве криопротекторов 10 % сиропа агавы и смесей, состо-
ящих из 5 % сахарозы и 5 % трегалозы; 10 % обезжиренного молока, 1 % 
глюкозы и 0,5 % дрожжевого экстракта; 0,1 % пептона и 1,2 % сорбита, 
при сублимационной сушке L. plantarum ATCC14917 было обнаружено 
улучшение выживаемости в вариантах с первыми тремя протектора-
ми с высоким содержанием сахаров и/или белка [31]. Была определена 
способность рисового белка, дополненного различными пребиотика-
ми, защищать L. plantarum TISTR2075 при лиофильной сушке и после-
дующем хранении, при этом комбинация рисового белка и фруктоо-
лигосахарида обеспечивала наилучшую стабильность при хранении 
с наименьшей удельной скоростью гибели клеток [32].

Это свидетельствует о необходимости индивидуального подбора 
криопротекторов не только к различным видам микроорганизмов, 
но и к индивидуальным штаммам и согласуется с мнением Rockinger 
с  соавторами  [2] об отсутствии универсальных криопротекторов. 
С учётом того, что в наших условиях бактериальные клетки культи-
вировали в 10 % обезжиренном молоке с 0,2 % дрожжевого автоли-
зата и 0,1 % твин 80 и не отделяли их от молочной среды, в экспери-
ментах не использовали комплексных защитных сред, добавление 
отдельных дисахаридов было вполне обоснованным и дало положи-
тельный эффект по сравнению с сушкой культур в молоке без крио-
протекторов.

4.	 Заключение
Проведённые исследования позволили выявить различия во вли-

янии режимов предварительного замораживания и характера крио-
протекции на коллекционные культуры L. plantarum 28 и 37, их вы-
живаемость и метаболическую активность.

Определено, что превалирующим фактором, влияющим на со-
хранение жизнеспособности этих культур, является вид криопротек-
тора или его отсутствие. Температура предварительного заморажи-
вания менее значима и  специфична для каждого штамма. Лучшие 
показатели выживаемости получены с применением в качестве кри-
опротектора 20 % раствора трегалозы в соотношении 4:1 при лиофи-
лизации обоих исследуемых штаммов L. plantarum. Максимальная 
выживаемость культуры L. plantarum 28 достигается в  присутствии 
трегалозы при замораживании при температуре минус 30 °C, культу-
ры L. plantarum 37 также в присутствии трегалозы при заморажива-
нии при температуре минус 55 °C.

Исследования показали возможность увеличения выживаемости 
коллекционных культур в процессе лиофилизации за счет добавле-
ния определённых криопротекторов и использования оптимальных 
режимов предварительного замораживания при их консервации.

Полученные результаты важны не только для разработки индивиду-
альных режимов лиофилизации и сохранения ценных коллекционных 
культур, но и для практического использования в промышленной тех-
нологии при производстве моновидовых бактериальных заквасок, так 
как именно исследованные штаммы и входят в состав этих заквасок.

В  перспективе дальнейших исследований планируется прове-
дение экспериментальных выработок бактериальных концентри-
рованных заквасок в  производственных условиях, на основании 
которых будут разработаны рекомендации по выбору режимов 
предварительного замораживания и характера криопротекции дру-
гих штаммов и видов коллекционных культур.
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