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в работе рассмотрены современные представления о механизмах и факторах повреждений бактериальных 
клеток при лиофилизации и хранении сухих препаратов, представлены сведения о наиболее эффективных лио-
протекторах и механизмах их защитного действия. лиофилизация или высушивание из замороженного состоя-
ния – основной метод консервации бактерий в коллекциях культур и биологических ресурсных центрах. в про-
цессе лиофилизации клетки подвергаются действию повреждающих стрессовых факторов. низкие температуры, 
кристаллизация воды, осмотический стресс, изменения рн растворов, дегидратация вызывают повреждения кле-
точных структур и молекул. окислительные реакции, протекающие в препаратах сухих клеток, изменяют состав 
и структуру липидов, белков, нуклеиновых кислот и, как следствие, снижают количество живых клеток при хра-
нении. одним из главных факторов, влияющим на жизнеспособность бактерий после лиофилизации и хранения, 
является состав защитной среды, с которой смешивают клетки перед консервацией. использование защитных 
сред, содержащих углеводы, аминокислоты, восстановленное молоко, желатин и другие компоненты снижает 
вероятность повреждений клеточных компонентов, увеличивает гарантированный срок хранения бактерий. 
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Considered are the current views on the mechanisms and factors of bacterial cell degradation during lyophilization and storage of 
dry preparations. Given are the data on the most effective lyo-protectors and mechanisms of their shielding action. Lyophilization or 
sublimation from the frozen state is the basic method of bacteria preservation in culture collections and biological resource centers. In 
the process of lyophilization cells are exposed to damaging stress factors. Low temperatures, water crystallization, osmotic process, 
pH alterations, and dehydration affect cell cultures and molecules. Oxidative reactions, running in dry cell preparations, change the 
composition and structure of lipids, proteins, nucleic acids, and, thereby reduce the number of living cells during the storage. One of 
the key factors that influences bacterial viability after lyophilization and storage is the composition of shielding medium, with which 
the cells are mixed up before conservation. Utilization of protective media, containing carbohydrates, amino acids, restored milk, 
gelatin and other components, decreases the probability of cell elements damaging and extends the assured storage life. 
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один из основных принципов поддержания бак-
терий в коллекционных центрах заключается в мини-
мизации количества генераций штамма от момента 
его поступления в коллекцию до выдачи заявителю. 
для этого разработаны способы хранения бакте-
рий в течение длительного времени без пересевов. 
лиофилизация (синонимы – сублимационное высу-
шивание, высушивание из замороженного состояния) 
является одним из двух методов консервации, реко-
мендованных для длительного хранения бактерий 
в биологических ресурсных центрах и коллекциях 
культур [21]. многие известные бактериальные виды 
сохраняют жизнеспособность после 50 лет хранения 
в высушенном состоянии [2, 3, 29]. даже единичные 

живые клетки, сохранившиеся в сухих препаратах, 
после подтверждения их аутентичности могут быть 
использованы для получения следующей генерации 
штамма. кроме того, высушивание позволяет полу-
чить бактериальный препарат в форме, удобной для 
пересылки потребителю.

за период, прошедший после первых экспери-
ментов по высушиванию бактерий, усовершенство-
ваны оборудование и технологии, определены фак-
торы, влияющие на жизнеспособность клеток после 
консервации и хранения. вместе с тем выживаемость 
некоторых видов после лиофилизации остается низ-
кой. результаты совместных исследований четырех 
ведущих европейских коллекций культур, посвящен-
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ных разработке протоколов лиофилизации бактерий, 
чувствительных к высушиванию, позволили сделать 
два важных вывода [33]. во-первых, идея разработ-
ки единого протокола высушивания, одинаково эффек-
тивного для всех бактериальных видов, вероятно, уто-
пична. во-вторых, главным из варьируемых факторов, 
влияющим на выживание бактерий при высушивании, 
является состав протективной среды, с которой сме-
шивают клетки перед консервацией. 

подбор защитных сред проводят эмпирически. 
это в значительной степени связано с тем, что пол-
ностью не определены механизмы повреждения бак-
териальных клеток при высушивании и хранении су-
хих препаратов так же, как и механизмы защитного 
действия лиопротекторов, представления о которых 
находятся на уровне предположений. далеки от ре-
шения и вопросы, связанные с причинами неодина-
ковой устойчивости бактерий разных родов, видов и 
даже штаммов к высушиванию в лабораторных усло-
виях [2, 3 ,12, 29, 33].

в работе рассмотрены современные представле-
ния о механизмах и факторах повреждений бактерий 
при сублимационном высушивании и последующем 
хранении сухих препаратов, представлены сведения 
о наиболее эффективных лиопротекторах и вероят-
ных механизмах их защитного действия. 

механизмы повреждений бактерий при су-
блимационном высушивании и хранении сухих 
препаратов

лиофилизация позволяет сохранять бактерии в 
жизнеспособном состоянии в течение длительного, 
но ограниченного периода. это связано, во-первых, 
с гибелью части популяции в процессе консерва-
ции. во-вторых, при хранении сухих препаратов 
происходит снижение количества жизнеспособных 
клеток. сублимационное высушивание – сложный 
технологический процесс, включающий 3 основных 
этапа: замораживание клеточной суспензии; первич-
ная сушка, в течение которой замороженная вода 
удаляется при субнулевых температурах; вторичная 
сушка, при которой из визуально сухого препарата 
при положительных температурах удаляется неза-
мороженная вода, прочно связанная с биомолекула-
ми. повреждения клеток, включая летальные, могут 
происходить на каждом этапе сублимационного вы-
сушивания и при хранении [4].

Повреждения бактерий при замораживании. 
перед высушиванием клеточные суспензии охлаж-
дают до температуры ниже точки полного заморажи-
вания защитной среды. несмотря на то, что сегодня 
известны основные физико-химические факторы, по-
вреждающие бактерии при замораживании, деталь-
но процессы, происходящие в разных типах клеток 
при разных условиях консервации, до конца неясны 
и поэтому в литературе обсуждаются несколько мо-
делей криоповреждений – повреждений, вызванных 
кристаллизацией воды [4, 6, 17, 18, 20, 23]. 

наиболее признанной является двухфакторная 
теория криоповреждений, в соответствии с кото-

рой причины гибели клеток зависят от скорости их 
охлаждения. при низкой скорости охлаждения боль-
шая часть клеток погибает на этапе замораживания 
от длительного воздействия холодового осмотиче-
ского шока [6, 17, 20]. кристаллизация воды изме-
няет физико-химические свойства растворов – кон-
центрацию, рн, вязкость. методами электронной 
криомикроскопии показано, что при охлаждении 
клеточных суспензий до субнулевых температур 
между кристаллами льда формируются каналы со 
сконцентрированным замораживанием раствором и 
бактериальными клетками [6, 18]. по мере кристал-
лизации воды концентрация внеклеточного раство-
ра повышается. так, замораживание раствора 10 % 
глицерина со скоростью 5 °с мин–1 приводит к повы-
шению его концентрация до 54 % при температуре 
стеклоперехода –51 °с, а замораживание физиологи-
ческого раствора к повышению концентрации хло-
рида натрия до 27 при эвтектической температуре 
–21 °с [4, 18]. уменьшение объема клетки, повыше-
ние концентрации внутриклеточных солей, фазовые 
переходы мембранных липидов в ответ на холодовой 
осмотический шок могут привести к повреждениям 
белков, клеточных мембран и, как следствие, к гибе-
ли бактерий на первом этапе консервации [20, 23]. 

изучение динамики гибели бактерий при высо-
ких скоростях охлаждения показывает, что наиболее 
существенное снижение количества живых клеток 
происходит на этапе оттаивания вследствие механи-
ческих повреждений мембран кристаллами внутри-
клеточного льда, либо осмотического стресса [6, 17, 
18]. протоколы высушивания предусматривают про-
ведение первичной сушки при температуре, исклю-
чающей оттаивание препарата. поэтому, с точки зре-
ния выживаемости бактерий после лиофилизации, 
оптимальным является быстрое замораживание [43]. 

выживаемость бактерий после этапа заморажи-
вания варьирует в зависимости от их вида и условий 
охлаждения [32, 41, 43]. Фактическая выживаемость 
может отличаться от приводимых в работах резуль-
татов, поскольку определить количество живых кле-
ток после замораживания без их оттаивания сегодня 
невозможно. с другой стороны, необходимо учи-
тывать, что нелетальные повреждения клеток при 
смешивании с защитной средой и замораживании, 
которые трудно идентифицировать, могут повышать 
чувствительность бактерий к стрессовым факторам, 
действующим на следующих этапах сушки [1]. 

Повреждения бактерий при дегидратации. 
гибель бактериальных клеток после дегидратации 
может быть следствием денатурации белков, нукле-
иновых кислот, изменения структуры мембранных 
липидов, клеточной стенки. с.Santivarangkna C. et al. 
методом атомно-силовой микроскопии обнаружены 
повреждения клеточной стенки Lactobacillus helveti-
cus после высушивания [36]. S.B.Leslie. et al. описа-
ны отклонения ик-спектров белков Escherichia coli, 
Bacillus subtilis после высушивания, свидетельствую-
щие об изменении их структуры [26]. однако основ-
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ной мишенью повреждения клеток при дегидратации 
считаются клеточные мембраны [14, 27, 39].

косвенным доказательством повреждения кле-
точных мембран является высокая концентрация 
внутриклеточных компонентов – ферментов, нуклеи-
новых кислот, электролитов во внеклеточном раство-
ре после регидратации сухих клеток, повышенная 
чувствительность первых генераций бактерий к ан-
тибиотикам [38]. причиной таких явлений считается 
временное нарушение проницаемости мембран деги-
дратированных клеток, связанное с фазовыми пере-
ходами мембранных липидов [14].

как известно, при физиологически оптимальных 
условиях мембранные липиды связаны с молекула-
ми воды и находятся в жидкокристаллической фазе. 
изменение фазового состояния липидов происходит 
при снижении температуры или уровня гидратации. 
когда вода удалена, например, при высушивании, по-
лярные головки фосфолипидов сближаются, что при-
водит к усилению ван-дер-ваальсовых взаимодей-
ствий между соседними углеводородными цепями, 
снижению текучести мембран и переходу мембран-
ных липидов в фазу геля при комнатной температу-
ре, т.е. высушивание повышает температуру фазовых 
переходов липидов (тm – melting temperature), которая 
зависит от степени их дегидратации [14]. изменение 
тm при изменении уровня гидратации показано ме-
тодами дифференциальной сканирующей калориме-
трии, ик-спектроскопии на моделях липидов, липо-
сом, изолированных мембран и бактериальных кле-
ток [14, 26]. по данным S.B.Leslie et al. высушивание 
E. coli повышает тm мембранных липидов с 10 до 
50 °с, т.е. на 40 °с по сравнению с гидратированны-
ми клетками, а B. subtilis на 37 °с, с 5 до 42 °с [26].

изменение тm – обратимый процесс и при реги-
дратации мембранные липиды подвергаются обрат-
ному переходу от фазы геля к жидкокристаллической 
фазе. Фазовые переходы мембранных липидов проис-
ходят не одновременно. наличие липидов в разных 
фазах в течение временного периода приводит к на-
рушению структуры и избирательной проницаемости 
мембран [14]. если нарушение избирательной про-
ницаемости при дегидратации, когда основная часть 
воды удалена, не опасно для клеток, то повышенная 
проницаемость мембран при регидратации в услови-
ях избытка воды может приводить к потере жизненно 
важных компонентов – ионов, солей, белков, нуклео-
тидов и, как следствии, к гибели бактерий. 

повреждения мембран после высушивания об-
наружены у разных видов бактерий рода Lactobacillus 
методом окрашивания клеток флуоресцентным кра-
сителем – проподиумом иодитом, проникающим в 
клетки только через поврежденные мембраны [39, 
40]. однако повреждения мембран, вызванные фа-
зовыми переходами, не всегда летальны и при опти-
мальных условиях регидратации клетки могут вос-
станавливать их целостность [40]. 

Повреждения бактерий при хранении. 
снижение количества живых клеток в сухих препа-

ратах при стандартизированных условиях хранения 
происходит с относительно постоянной скоростью 
[29]. существенное влияние на скорость инактива-
ции оказывают вид упаковки сухих клеток и условия 
их хранения [25, 29, 32]. кроме того, скорость инак-
тивации зависит от вида бактерий, остаточной влаж-
ности препарата, состава защитной среды [3, 29, 33]. 
количество живых клеток в сухих бактериальных 
препаратах постепенно снижается, даже при опти-
мальных условиях хранения, например, в герметич-
но запаянных стеклянных ампулах при температуре 
2–4 °с [2, 3, 29]. 

идентифицировать процессы, протекающие в 
сухих клетках при хранении, оценить их влияние на 
гибель бактерий трудно, даже используя современ-
ные методы исследования. имеющиеся на сегод-
ня экспериментальные данные позволяют считать 
основной причиной гибели бактериальных клеток 
реакции свободно-радикального окисления, приво-
дящие к повреждениям белков, нуклеиновых кислот, 
липидов [4]. бактериальные клетки имеют эффектив-
ные ферментные механизмы защиты от поврежде-
ний свободными радикалами. однако высушивание 
останавливает все метаболические реакции, и клетка 
становится не защищенной от повреждений. 

свободные радикалы обнаружены в высушен-
ных препаратах бактерий методом электронного 
парамагнитного резонанса [22, 24]. концентрация 
свободных радикалов в сухих препаратах увеличи-
вается при хранении на фоне снижения количества 
живых клеток. основной мишенью повреждений 
клеток при хранении так же, как и при высушивании, 
являются мембраны [5, 11]. перекисное окисление 
липидов – многостадийная свободно радикальная 
реакция окисления ненасыщенных остатков жир-
ных кислот, вызывающая химические повреждения 
мембран. H.P.Castro et al. методом газовой хромато-
графии обнаружено снижение u/s индекса (соотно-
шение ненасыщенных и насыщенных жирных кис-
лот в составе мембран) при хранении Lactobacillus 
bulgaricus, которое коррелирует со снижением коли-
чества живых клеток [11]. после 90 дней хранения 
Weissella paramesenteroides обнаружен конечный 
продукт окисления липидов – малоновый альде-
гид [5]. в то же время C.U.Carlsen et al., используя 
флуоресцентный липидный зонд, не выявили окис-
ления мембранных липидов после 20 дней хранения 
Lactobacillus acidophilus, несмотря на снижение ко-
личества живых клеток [10]. предположено, что, по 
крайней мере, в начальный период хранения гибель 
клеток может быть связана с окислением белков или 
нуклеиновых кислот. 

хотя эксперименты по выяснению причин ги-
бели высушенных бактерий проведены при неопти-
мальных условиях их хранения – высокой активно-
сти воды и температуре, считается, что эти реакции 
с низкой скоростью протекают при оптимальных 
условиях и являются одной из причин гибели лио-
филизированных клеток [4, 5, 11, 22, 24]. снижение 
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скорости инактивации бактерий, высушенных в при-
сутствии природных и синтетических антиоксидан-
тов, косвенно подтверждает влияние окислительных 
реакций на гибель бактерий при хранении [5, 24].

Защитные составы для лиофилизации бакте-
рий

бактериальные виды отличаются по устойчи-
вости к высушиванию в лабораторных условиях. 
при одинаковых условиях высушивания выживае-
мость может колебаться от 98 до 1 % и ниже в за-
висимости от вида [2, 3, 12, 29, 33, 42, 43]. наиболее 
устойчивыми являются неподвижные грамположи-
тельные бактерии, которые могут быть высушены 
в воде или буфере без существенной потери жизне-
способности [29]. наименее устойчивыми являют-
ся грамотрицательные подвижные бактерии родов 
Aeromonas, Aliivibrio, Azotobacter, Campylobacter, 
Flavobacterium, Helicobacter, Photobacterium, Vibrio 
[12, 16, 29, 33, 34, 41]. анализ скоростей инактива-
ции бактерий, представителей более 40 родов, хра-
нящихся в международном патентном депозитарии 
организмов национального института передовых 
промышленных технологий и исследований японии 
в высушенном состоянии в течение 20 лет, показал 
отсутствие существенных различий в выживаемости 
бактерий внутри одного рода [29]. стандартные от-
клонения от среднего значения выживаемости ви-
дов внутри рода не более ±29,4. вместе с тем пато-
генные виды менее устойчивы при высушивании и 
хранении, чем непатогенные представители того же 
рода. поэтому коллекциям культур рекомендуется 
адаптировать стандартные протоколы лиофилизации 
к определенным бактериальным видам, а в случае 
сервисных коллекций, поддерживающих большое 
число прокариотических видов, к отдельным родам 
или таксономическим группам более высокого ранга 
[33, 35].

протективные среды должны защищать клетки 
от повреждений при замораживании, дегидратации, 
хранении, быть легко высушиваемыми, хорошо рас-
творяться при регидратации, не обладать токсично-
стью [4]. большинство защитных составов, реко-
мендованных для лиофилизации, замораживаются в 
виде аморфно-кристаллической массы, состоящей из 
кристаллов воды и остеклованного раствора протек-
тора с включенными в его состав клетками [19, 32]. 
считается, что вещества, способные остекловывать-
ся при замораживании и сохранять твердое аморфное 
состояние при высушивании, наиболее эффективны 
для сохранения биологических материалов в высу-
шенном состоянии [4, 15, 25, 30, 32]. кристаллизация 
крио- и лиопротекторов при замораживании и высу-
шивании рассматривается как одна из причин низкой 
выживаемости бактерий [30, 43]. 

спектр эффективных лиопротекторов, соответ-
ствующих вышеуказаным свойствам, ограничен – 
углеводы, некоторые аминокислоты, восстановлен-
ное молоко, сыворотки крови, желатин. комбинации 
этих соединений в различных концентрациях обе-

спечивают разнообразие защитных составов, ис-
пользуемых в экспериментальных исследованиях и 
рекомендуемых руководствами по консервации бак-
терий [3, 9, 12, 13, 16, 33, 34, 42, 43]. как правило, 
для лиофилизации используют многокомпонентные 
составы, включающие вещества с разным механиз-
мом защитного действия.

важными для разработки протоколов высуши-
вания являются теплофизические свойства защит-
ных составов – температура стеклоперехода Tg′ и 
температура «краха» Tc [16, 19]. Tg′ (glass transition 
temperature) – температура, при которой сконцен-
трированный замораживанием раствор переходит в 
твердое некристаллическое состояние. наибольшая 
выживаемость после высушивания отмечается, если 
бактериальную суспензию замораживают до темпе-
ратуры ниже Tg′ защитной среды [32, 41]. Tc (collapse 
temperature) – максимальная температура высушива-
ния, предотвращающая разрушение структуры пре-
парата, сформированной при замораживании [19]. 
если в течение первичной сушки температура вы-
сушиваемого препарата поднимается выше Tc, проис-
ходит его вспенивание – явление, называемое «крах» 
(collapse).

Углеводы. защитные свойства низкомолеку-
лярных углеводов при высушивании бактерий под-
тверждены многочисленными исследованиями [2, 
3, 7, 13, 25, 37, 40, 41, 42]. наиболее эффективными 
лиопротекторами являются дисахариды [13, 25, 39, 
41, 43]. защитные свойства моносахаров при высу-
шивании и особенно хранении бактерий в высушен-
ном состоянии ниже, чем дисахаридов. так, выжи-
ваемость Oenococcus oeni после высушивания в 10 % 
растворах трегалозы, сахарозы, лактозы, мальтозы, 
фруктозы, глюкозы соответственно 40,2; 38,2; 32,4; 
27,6; 10,2; 9,1 % [43].

дисахариды используют в концентрациях 
5–20 % как однокомпонентные составы и в сочета-
нии с протекторами другой химической природы [9]. 
по данным большинства работ, защитные свойства 
дисахаридов возрастают в ряду лактоза-сахароза-
трегалоза [13, 25, 32, 41]. интерес к трегалозе как 
стабилизатору сухих биологических препаратов был 
высок в 90-е годы, после обнаружения трегалозы в 
клетках ангидробиотических организмов, способ-
ных без потери жизнеспособности находиться дли-
тельное время в дегидратированном состоянии. было 
опубликовано большое количество работ, подтверж-
дающих высокие защитные свойства трегалозы при 
высушивании бактерий. L.M.Crowe. et al., обобщив 
результаты исследований, сделали вывод, что при 
оптимальных условиях хранения сухих препаратов 
трегалоза не имеет существенных преимуществ пе-
ред другими дисахаридами [15]. однако при неопти-
мальных условиях хранения – высокой температуре 
и влажности – трегалоза более эффективно защищает 
сухие клетки от повреждений, благодаря аномально 
высокой температуре стеклоперехода (тg), и может 
быть средой выбора при высушивании бактерий. 
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для высушивания пробиотических бактерий с 
разной степенью успеха используют олигосахариды 
высокой степени полимеризации и природные поли-
сахариды, например, мальтодекстран, фруктоолиго-
сахарид, галактоолигосахарид [5, 37, 40]. 

Защитное действие углеводов при заморажи-
вании. дисахариды являются эффективными крио-
протекторами и используются при криоконсервации 
микроорганизмов [23]. механизмы криозащитного 
действия углеводов разнообразны. высокое осмоти-
ческое давление внеклеточных растворов из-за при-
сутствия углеводов вызывает обезвоживание клеток 
до замораживания и снижает вероятность образова-
ния внутриклеточного льда [1]. углеводы увеличива-
ют вязкость сконцентрированных замораживанием 
внеклеточных растворов, что ограничивает подвиж-
ность молекул воды и влияет на степень обезвожива-
ния мембран, количество и структуру образующегося 
льда [18]. углеводы понижают температуру замора-
живания растворов, предохраняя клетки от действия 
высоких концентраций солей [23]. 

Защитное действие углеводов при высуши-
вании. углеводы стабилизируют структуру белков 
и понижают температуры фазовых переходов мем-
бранных липидов. S.B.Leslie et al. методом ик-
спектроскопии показали, что высушивание E. coli, 
B. subtilis в присутствии трегалозы и сахарозы 
предотвращает изменение ик-спектра белков [26]. 
предполагают, что углеводы образуют водородные 
связи с полярно-заряженными группами белков, ста-
билизируя их структуру в отсутствие воды (гипотеза 
«водной замены») [14, 30]. 

защитное действие углеводов на клеточные мем-
браны связывают с их способностью понижать тем-
пературы фазовых переходов липидов высушенных 
клеток [14, 26]. так, температуры фазовых переходов 
мембранных липидов E. coli, B. subtilis, высушенных 
в присутствии сахарозы или трегалозы, по данным 
ик-спектроскопии, оставались близкими с таковы-
ми гидратированных клеток [26]. поэтому мембраны 
клеток, высушенных в присутствии дисахаридов, на-
ходятся в жидкокристаллическом состоянии и не под-
вергаются фазовым переходам при регидратации. 

C.Schwab et al., используя флуоресцентные 
липидные зонды, показали, что фруктоолигосаха-
рид увеличивает текучесть мембран сухих клеток 
Lactobacillus reuteri, повышая их стабильность при 
регидратации [37].

Защитное действие углеводов при хранении 
связывают с их физическим состоянием, а именно 
со способностью остекловываться при заморажива-
нии и сохранять твердое аморфное состояние после 
высушивания в широком температурном диапазоне 
[14, 15, 25, 32]. высушенные бактериальные препа-
раты представляют собой пористую аморфную угле-
водную массу, в которую включены бактериальные 
клетки [19, 32]. вещества в твердой аморфной фазе 
характеризуются очень высокой вязкостью при тем-
пературе ниже температуры стеклоперехода (тg). 

высокая вязкость среды в аморфном состоянии за-
медляет скорость химических реакций, требующих 
молекулярной диффузии и вызывающих изменения 
в структуре и химическом составе клеточных мем-
бран. 

несмотря на подтверждение важности физи-
ческого состояния среды, окружающей клетку, сте-
клование не может полностью предотвратить все 
химические реакции, протекающие в такой слож-
ной биологической системе, как микроорганизм при 
хранении, в частности, реакции перекисного окис-
ления липидов [25, 32]. исследования показывают, 
что остекловывание защитной среды важно, но не 
достаточно для стабильности высушенных бакте-
рий. природа углевода, его свойства более значимы 
для стабильности клеток, чем физическое состояние 
окружающей их среды [25].

экспериментальные данные о физическом со-
стоянии клеточной цитоплазмы бактерий после вы-
сушивания, потенциальных внутриклеточных сте-
клопереходах и их влиянии на устойчивость бакте-
рий при хранении в дегидратированном состоянии 
на сегодняшний день отсутствуют [8].

Аминокислоты и их производные, витамины. 
некоторые аминокислоты, витамины и их соли, та-
кие как глутамат, аспартат, аскорбат натрия, глицин-
бетаин, истользуют в качестве компонентов защит-
ных сред для высушивания бактерий [9, 12, 13, 24, 
28, 42, 43]. аминокислоты и витамины, как правило, 
включают в состав сред, содержащих углеводы или 
белковые продукты в концентрациях, не превышаю-
щих 1–2 % [9]. двухкомпонентные водные растворы 
аминокислот не рекомендованы для лиофилизации 
из-за низкой эффективности вследствие способности 
кристаллизоваться при консервации [7, 9, 42]. вместе 
с тем G.I.Martos et al. опубликованы данные, соглас-
но которым выживаемость Lactobacillus delbrueckii 
после высушивания в 5 % глутамате и аспартате 
натрия составила соответственно 94 и 95 %, после 
«ускоренного» хранения при 30 °с – 92 и 99 % [28]. 
защитные свойства 2,5 % глутамата натрия при вы-
сушивании O. oeni и Lactobacillus brevis были выше, 
чем углеводов [43]. 

литературные данные о защитных свойствах 
глицин-бетаина (синонимы – бетаин, 3-метил глицин) 
также противоречивы. по данным D.Cleland et al., за-
щитное действие 6 % глицин-бетаина было выше, чем 
контрольных сред сахароза+сывороточный альбумин 
и трегалоза+декстран при высушивании и последую-
щем хранении Streptococcus pneumoniae, Neisseria 
gonorrhoeae [12]. в то же время глицин-бетаин не 
имел преимуществ перед контрольными среда-
ми при лиофилизации Staphylococcus epidermidis, 
Lactobacillus coryniformis, Bifidobacterium animalis и 
других [7, 12]. 

по данным е.S.Bergenholtz et al., выживаемость 
L. coryniformis после высушивания в 5 % растворе 
бетаина составляет менее 3 %, в 15 % сахарозе – бо-
лее 45 % [7]. низкие защитные свойства бетаина, 
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возможно, связаны с его кристаллизацией при лио-
филизации. кроме того, бетаин снижал защитное 
действие сахарозы. чем выше концентрация бетаина 
в среде, тем ниже выживаемость бактерий после вы-
сушивания. изучение теплофизических свойств сред 
с разным соотношением бетаина и сахарозы показа-
ло, что бетаин понижал температуру стеклоперехода 
как сконцентрированного замораживанием раствора 
сахарозы (Tg′), так и высушенной сахарозы (Tg). 

глицин-бетаин относится к группе осмопротек-
торов и, вероятно, защищает клетки от осмотическо-
го стресса, которому они подвергаются неоднократно 
при смешивании с защитной средой, замораживании 
и регидратации [4, 18]. защитное действие глутама-
та, аспартата, аскорбата натрия связывают с их анти-
оксидантной активностью, способностью защищать 
клетки от свободно-радикального окисления при 
хранении [4, 24]. 

G.I.Martos et al. предложен механизм защитно-
го действия глутамата и аспартата натрия при высу-
шивании [28]. результаты исследований позволили 
высказать предположение, что глутамат и аспартат 
натрия встраиваются в поверхностную область мем-
бран и увеличивают подвижность углеводородных 
цепей жирных кислот. по мнению авторов, именно 
высокая текучесть дегидратированных мембран ста-
билизирует сухие бактериальные клетки. 

Восстановленное обезжиренное молоко (10–
20 %) распространенная среда для сублимационного 
высушивания бактерий, рекомендована для исполь-
зования в коллекциях культур [9, 16]. однако ни в 
одной работе восстановленное молоко не показало 
преимуществ в сравнении, например, с низкомолеку-
лярными углеводами [3, 13, 34]. одной из возмож-
ных причин низкой защиты является высокая оста-
точная влажность сухих препаратов, высушенных в 
присутствии молока, в сравнении с трегалозой при 
одинаковом протоколе высушивания [33].

включение в состав защитной среды допол-
нительных компонентов может как усиливать, так 
и снижать протективные свойства молока [16, 41]. 
защитное действие восстановленного молока обу-
словлено его составом, который включает лактозу, 
аминокислоты, белки. белки молока способствуют 
формированию аморфной матрицы. считается, что 
именно белки, а не углеводы играют основную роль 
в формировании биологических стекол в клетках 
ксероустойчивых организмов при обезвоживании и 
обеспечивают их высокую стабильность в дегидра-
тированном состоянии [8]. обезжиренное молоко 
содержит много видов аминокислот, которые обеспе-
чивают эффективность репарационных процессов 
при регидратации. известно, что молоко является 
хорошей средой регидратации сухих бактериальных 
препаратов [13, 41].

Желатин – полимер, продукт расщепления 
коллагена, в настоящее время не используется в ка-
честве самостоятельного стабилизатора бактериаль-
ных клеток из-за достаточно низкой выживаемости 

при лиофилизации [38]. его добавляют к углеводам, 
что повышает защитное действие последних [2, 3, 
31]. по данным A.S.Bergenholtz et al., включение 
желатина в состав защитной среды с трегалозой 
снижает скорость инактивации вакцинного штамма 
Francisella tularensis LVS при 37 °с с -3.5 log/неделю 
до -0.9 log/неделю [31]. защитное действие желати-
на, вероятно, связано со способностью формировать 
при замораживании-высушивании аморфную фазу с 
низкой молекулярной подвижностью. 

Заключение. несмотря на то, что лиофилизация 
позволяет сохранять бактерии в течение длительного 
времени в жизнеспособном состоянии, сам процесс 
консервации сопряжен с действием на клетку ком-
плекса повреждающих физико-химических факто-
ров. низкие температуры, обезвоживание, осмотиче-
ский стресс, изменения рн растворов способны вы-
зывать повреждения клеточных компонентов – мем-
бран, белков, нуклеиновых кислот. остановка мета-
болических процессов в высушенных клетках делает 
их незащищенными от окислительных реакций при 
хранении. применение специальных защитных со-
ставов для лиофилизации снижает вероятность по-
вреждений, включая летальные, увеличивает гаран-
тированный срок хранения бактерий. весомый вклад 
в понимание процессов, происходящих в бактери-
альных клетках при высушивании и хранении, внес-
ли флуоресцентные липидные зонды и такие методы, 
как дифференциальная сканирующая калориметрия, 
инфракрасная Фурье-спектроскопия, ядерный маг-
нитный резонанс. продолжение экспериментальных 
исследований на бактериях разных таксономических 
групп с использованием новых методов расширит 
представления о повреждениях клеток при сублима-
ционном высушивании, их влиянии на гибель бакте-
рий, о механизмах защитного действия лиопротекто-
ров и станет основой для разработки оптимальных 
протоколов консервации, обеспечивающих длитель-
ное гарантированное сохранение бактерий в коллек-
циях культур.
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