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Аннотация 
Обоснование. Сохранение бактериальных культур имеет важное значе-

ние в научных исследованиях и промышленном производстве, как пищевого, 
так и медицинского назначения. Исследование влияния процесса лиофи-
лизации на выживаемость бактерий имеет важное значение для разработ-
ки эффективных методов применения пробиотиков. На основании анализа 
более трехсот публикаций отечественных и зарубежных исследовательских 
групп, выделено около тридцати ключевых факторов, оказывающих влия-
ние на сохранность бактерий в процессе лиофилизации. Однако для урав-
нения, описывающего выживаемость бактерий при лиофилизации, были 
учтены семнадцать параметров, которые являются наиболее значимыми 
для обеспечения успешной лиофилизации бактериальных культур. Стоит 
отметить, что при детальном рассмотрении, многие факторы в общем урав-
нении выживаемости невозможно или очень сложно отследить. В связи с 
этим, в представленной работе были приняты допущения  для упрощения 
уравнения. Выявление функции ценности, отражающей насколько ценно 
влияние введенного параметра на выживаемость микроорганизмов после 
криозаморозки позволит создать виртуальную модель процесса для иссле-
дования выживаемости бактерий. 
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Цель. Целью данного обзора является выявление и обобщение параме-
тров, влияющих на выживаемость бактерий в процессе лиофилизации, а также 
поиск закономерностей между основными параметрами физических процес-
сов и выживаемостью бактерий после лиофилизации и криоконсервации. 

Материалы и методы. Поиск литературы был осуществлен с использо-
ванием следующих электронных баз данных: GoogleScholar, ScienceDirect, 
PudMed, КиберЛенинка. Поисковые запросы включали комбинации следу-
ющих фраз: «лиофилизация бактерий», «исследование пробиотиков», «кри-
оконсервация», «уравнение выживаемости бактерий при лиофилизации», 
«функция ценности». 

Результаты. Бактериальные культуры являются важным компонентом 
многих научных и медицинских исследований. Сохранение чистых культур 
важно для того, чтобы обеспечить их жизнеспособность и полезность для 
будущих исследований. Существует несколько методов сохранения бакте-
риальных культур: охлаждение, замораживание и лиофилизацию. В работе 
основной фокус уделяется факторам, влияющим на накопление бактериальной 
массы при культивировании, а также факторам, влияющим на выживаемость 
бактерий при лиофилизации. На основе отобранных параметров найдено урав-
нение, включающее наиболее значимые параметры, влияющие на выживае-
мость бактерии при криоконсервации и лиофилизации. Однако при детальном 
рассмотрении уравнения были выявлены параметры, которые в большинстве 
исследований являются постоянными при работе с молочнокислыми бакте-
риями. В работе представлен обзор параметров и режимов культивирования 
и лиофилизации, влияющих на выживаемость бактерий. Различные факторы, 
такие как подготовительные этапы, параметры культивирования и заморажи-
вание, оказывают влияние на функцию выживаемости бактерий при лиофили-
зации. Понимание этих факторов имеет ключевое значение для оптимизации 
процесса лиофилизации и повышения эффективности сохранения микроорга-
низмов. Дальнейшие исследования в этой области помогут улучшить качество 
консервированных пробиотиков и расширить область их применения.

Заключение. В рамках работы было проанализировано более трехсот пу-
бликаций отечественных и зарубежных исследовательских групп, из которых 
было отобран 31 наиболее важный фактор, влияющий на выживаемость бак-
терий при лиофилизации. Однако, много параметров в общем уравнении вы-
живаемости значительно усложняют расчет, а порой влияют опосредованно. 
В связи с этим, в представленной работе были проведены исследования для 
упрощения уравнения. Таким образом, данный обзор позволит в дальней-
шем получить функцию ценности для оптимизации процесса и повышения 
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эффективности сохранения микроорганизмов при криоконсервации и лиофи-
лизации. Такой подход позволит сделать модель более удобной для анализа и 
применения на практике.

Ключевые слова: бактериальные культуры; функция ценности; жизне-
способность бактерий; эффективность сохранений; уравнение выживаемости
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Abstract
Background. The preservation of bacterial cultures plays an important role 

in scientific research and industrial production, both food and medical. The study 
of the influence of lyophilization process on bacterial survival is important for the 
development of effective methods of probiotic application. Based on the analysis 
of more than three hundred publications by domestic and foreign research groups, 
about thirty key factors influencing the survival of bacteria during the lyophilization 
process have been identified. However, for the equation describing the survival rate 
of bacteria during lyophilization, seventeen parameters were taken into account, 
which are the most significant for ensuring successful lyophilization of bacterial 
cultures. It is worth noting that when considered in detail, many factors in the overall 
survival equation are impossible or very difficult to trace. Therefore, in the presented 
work, conditions have been taken to simplify the equation. Identification of the value 
function reflecting how valuable the influence of the introduced parameter on the 
survival of microorganisms after cryofreezing will allow to create a virtual process 
model for the study of bacterial survival. 
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Purpose. The purpose of this review is to summarize and discuss the parame-
ters affecting bacterial survival during lyophilization. Obtaining a value function 
is important for optimizing the process and improving the preservation efficiency 
of microorganisms. This paper discusses the role of various influencing factors 
on bacterial survival rate during multistage lyophilization and their impact on the 
quality of preserved probiotics.

Materials and methods. A literature search was performed using the following 
electronic databases: Google Scholar, Science Direct, PudMed, and CyberLeninka. 
Search queries included combinations of the following phrases: “bacterial lyo-
philization”, “probiotic research”, “cryopreservation”, “bacterial survival equation 
for lyophilization”, “value function”.

Results. Bacterial cultures are an important component of many scientific and 
medical studies. Preservation of bacterial cultures is important to ensure their via-
bility and usefulness for future research. There are several methods of preserving 
bacterial cultures including refrigeration, freezing and lyophilization. This paper 
presents the factors affecting bacterial mass accumulation during cultivation and the 
factors affecting bacterial survival rate during lyophilization. Based on the selected 
parameters, an equation including the most significant parameters affecting bacterial 
survival rate during cryopreservation and lyophilization is presented. However, a 
detailed examination of the equation revealed parameters that are constant in most 
studies when dealing with lactic acid bacteria. This paper presents an overview of 
the parameters and modes of cultivation and lyophilization that affect the survival 
rate of bacteria. Various factors such as preparation steps, cultivation parameters and 
freezing affect the bacterial survival function during lyophilization. Understanding 
these factors is key to optimize the lyophilization process and improve microbial 
preservation efficiency. Further research in this area will help to improve the quality 
of preserved probiotics and broaden the scope of their application.

Conclusion. Thus, with an increase in infectious load or atrophic changes in 
the mucosa of the stomach does not exclude the exhaustion of reserve capacity of 
phagocytes, their modification, thus the transformation of precancerous condition 
in cancer.
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Введение
Бактериальные культуры являются важным компонентом многих на-

учных и медицинских исследований. Сохранение бактериальных культур 
важно для того, чтобы обеспечить их жизнеспособность и полезность 
для будущих исследований. Существует несколько методов сохранения 
бактериальных культур, включая охлаждение, замораживание и лиофи-
лизацию.

Выживаемость бактерий при лиофилизации является ключевым аспек-
том в области сохранения и устойчивости микроорганизмов. Исследо-
вание влияния процесса лиофилизации на жизнеспособность бактерий 
имеет важное значение для разработки эффективных методов консервации 
и применения пробиотиков в пищевой и фармацевтической промышлен-
ности [1]. Стоит учитывать, что на процесс выживания бактерий влияет 
не только сам процесс лиофилизации, но подготовительные этапы, такие 
как накопленная биомасса бактерий, параметры культивирования, замо-
раживание и другие. 

При криоконсервации и замораживании происходит повреждение 
клеток [2; 3], которое может быть вызвано как внутриклеточным, так и 
внеклеточным образованием кристаллов льда, также целостность клеток 
зависит от скорости охлаждения [4]. Вначале зарождение и образование 
льда происходят во внешней среде, но плазматическая мембрана предот-
вращает внутриклеточный рост кристаллов льда, сохраняя внутрикле-
точную воду незамерзшей и переохлажденной. При росте кристаллов 
концентрация растворителей увеличивается, образуя гипертонический 
раствор [2]. Этот дисбаланс компенсируется повышенным оттоком воды, 
что приводит к усыханию клеток, известному как «сублимационная де-
гидратация» [5; 6]. Образование внутриклеточного льда и острых кри-
сталлов может привести к разрыву клеточных органелл и мембран, что 
обычно приводит к гибели клетки [7]. При высокой скорости охлаждения 
вода не успевает переместиться из более разбавленного внутриклеточ-
ного пространства в концентрированную внеклеточную среду, поэтому 
внутри клеток остается большее количество переохлажденной воды, ко-
торая кристаллизуется при дальнейшем охлаждении. Однако раствори-
тели легче витрифицируются, и клетки находятся в концентрированном 
гипертоническом растворе более короткое время [8; 9]. При более мед-
ленной скорости охлаждения вода успевает выйти из клеток, что при-
водит к более выраженному осмотическому стрессу и большей усадке 
(рис 1).
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Рис. 1. Схема, иллюстрирующая влияние дегидратации на фосфолипидный слой 
бактерий без и с криопротектором

Правильное регулирование параметров лиофилизации, таких как тем-
пература, влажность и длительность процесса, играет важную роль в 
обеспечении оптимального сохранения живых бактерий. Тщательное из-
учение и контроль этих параметров помогут обеспечить высокое качество 
бактериальных культур для будущих исследований.

Цель исследования
Целью данного обзора является обобщение и обсуждение параметров, 

влияющих на выживаемость бактерий в процессе лиофилизации. Получе-
ние функции ценности имеет важное значение для оптимизации процесса 
и повышения эффективности сохранения микроорганизмов. В данной ста-
тье рассматривается роль различных факторов, воздействующих на выжи-
ваемость бактерий при многоступенчатой лиофилизации и их влияние на 
качество консервированных пробиотиков.
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Материалы и методы
Поиск литературы был осуществлен с использованием следующих 

электронных баз данных: GoogleScholar, ScienceDirect, PudMed, Кибер-
Ленинка. Поисковые запросы включали комбинации следующих фраз: 
«лиофилизация бактерий», «исследование пробиотиков», «криоконсер-
вация», «уравнение выживаемости бактерий при лиофилизации», «функ-
ция ценности». Поиск ограничивался материалами с 2016 по 2024 год, 
однако присутствуют и более ранние публикации, в которых отражены 
фундаментальные подходы к исследованию выживаемости бактерий при 
лиофилизации. В анализ включались статьи, опубликованные на русском 
и английском языках, содержащие эмпирические данные о культивирова-
нии, замораживании и лиофилизации бактерий.

Результаты и обсуждения исследования
Лиофилизация бактерий многоступенчатый этап. На выживаемость бак-

терий влияют несколько факторов, связанных с культивированием бактерий 
(рис. 2). Для успешного культивирования бактерий в лаборатории необходи-
мо учитывать ряд факторов. Во-первых, состав питательной среды должен 
включать в себя необходимые питательные вещества, такие как углеводы, 
белки, липиды и минералы, а также иметь оптимальное соотношение между 
ними. Во-вторых, pH среды играет важную роль, поскольку большинство 
бактерий предпочитает нейтральную или слабощелочную среду. Измене-
ние pH может негативно повлиять на рост и размножение бактерий. Третий 
фактор – температура культивирования, каждый вид бактерий имеет свой 
оптимальный диапазон температур для роста и размножения. Четвертый 
фактор – газовая среда, например кислород. Некоторые бактерии требуют 
кислорода для роста, а другие - наоборот, не могут размножаться в присут-
ствии кислорода. Продолжительность культивирования также может влиять 
на количество бактериальной массы. Наличие ингибиторов роста, некото-
рые компоненты питательной среды могут содержать ингибиторы роста 
бактерий, что может снизить количество бактериальной массы. 

Кроме вышеперечисленных факторов, при культивировании бактерий 
также необходимо учитывать состав мембраны бактерий, поскольку он 
может влиять на проницаемость мембраны и способность бактерий к по-
глощению питательных веществ. Также важен выбор правильного метода 
пассажа, который позволяет сохранить стабильность генетического мате-
риала бактерий при последовательных пересевах. Вид и штамм бактерий 
также могут влиять на эффективность культивирования, поскольку раз-
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личные виды и штаммы могут иметь разные требования к условиям куль-
тивирования и чувствительность к антибиотикам и ингибиторам роста. 

При культивировании бактерий важную роль играет состав питатель-
ной среды (A), вид и штамм бактерий (B), а также другие характеристики, 
связанные с непосредственно самой клеточной культуры (пассаж, генотип, 
грамположительные, грамотрицательные, споровые бактерии или иные 
клетки). Помимо перечисленных факторов, на биомассу бактерий оказыва-
ет влияние соотношение объема питательной среды (VA) к массе бактерий 
(VB) от температуры (Tрост) и продолжительности культивирования (τрост). 

Рис. 2. Факторы, влияющие на накопление бактериальной массы                                       
при культивировании

С целью сохранения видового состава, стабилизации бактериальных 
клеток, уменьшения энергозатрат при хранении проводят лиофильную 
сушку. Лиофильная сушка является наиболее распространенным мето-
дом сохранения биологических объектов, в том числе молочнокислых бак-
терий, что облегчает их хранение и транспортировку без трудоемкой и 
дорогостоящей холодильной цепи. На процесс лиофилизации влияет мно-
жество факторов: скорость заморозки, тип криопротектора, изначальная 
концентрация микроорганизмов и другие, представленные на рисунке 3. 

Важным аспектом является отделение бактериальной массы (V’
B) от 

питательной среды. При использовании центрифуги важно учитывать ско-
рость (g) и продолжительность (τцентр), а также температуру (Тцентр) цен-
трифугирования. 

После завершения процесса центрифугирования и отделения бактери-
альной массы от питательной среды, следующий этап включает заморозку 
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бактерий для последующей лиофилизации. Заморозка бактерий проводит-
ся с криопротектором (K), в соотношенит (объем) (VK). Необходимо учи-
тывать продолжительность (τзам) и температура (Tзам) заморозки, а также 
далее параметры лиофилизации, которые важно учитывать давление (pсуш), 
температура (Tсуш), и продолжительность сушки (τсуш). 

Рис. 3. Факторы, влияющие на выживаемость бактерий при лиофилизации

В данном разделе описаны наиболее важные переменные, влияющие 
на выживаемость бактерий при лиофилизации.

Таким образом, получаем параметры, которые в большей степени вли-
яют на выживаемость бактерий (xx):

Допущение 1

Продолжительность и температура культивирования молочнокислых 
бактерий выбирается в зависимости от вида и штамма бактерий. Важно 
отметить, для большинства молочнокислых бактерий идеальные условия 
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для роста и размножения обычно устанавливаются в пределах от 30 до 
42°С. Некоторые из наиболее распространенных молочнокислых бактерий 
(Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus case и 
другие) хорошо развиваются при температуре около 37°С [10–21]. 

Продолжительность культивирования может варьироваться от несколь-
ких часов до нескольких дней в зависимости от цели культивирования. 
Важно, чтобы криоконсервация микроорганизмов была произведена в 
поздней экспоненциальной фазе/ранней стационарной: именно в этой фазе 
клеточная структура имеет максимальный объем, а, значит, обезвоживание 
будет происходить с заметно более низкой скоростью (рис. 4). Тогда при 
определенных оптимальных условиях, продолжительность культивации 
составляет от 15 до 19 часов, но может доходить до 24 ч.

Рис. 4. Общая динамика развития и роста бактерий

Допущение 2

При отделении биомассы бактерий от питательной среды важно подо-
брать оптимальные параметры центрифугирования. Одним из наиболее 
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простых и быстрых методов отделения биомассы в лабораторных усло-
виях является центрифугирование. Для минимизирования повреждения и 
изменения структуры клеточных мембран при осаждении биомассы важно 
учитывать тип клеток и их чувствительность.

В целом, при извлечении биомассы из культуральной среды центро-
бежное ускорение используется для разделения жидкой и твердой фаз био-
массы. Чем больше ускорение, тем быстрее происходит разделение фаз, 
однако страдает жизнеспособность клеток. Применение более низких ско-
ростей и более коротких времен центрифугирования может помочь в со-
хранении целостности клеток.

Температура также играет важную роль при отделении биомассы. Высо-
кая температура может ускорить процесс разделения фаз, но может также по-
вредить клетки и уменьшить выход биомассы. Низкая температура опасна при 
центрифугировании для клеток, так как вода может начать кристаллизоваться, 
и повреждать клеточные структуры или изменять функциональность клеток.

Продолжительность процесса извлечения биомассы зависит от штамма 
культуры. Некоторые культуры могут быть быстро отделены от среды, в то 
время как другие требуют длительного процесса разделения фаз.

На основании литературных данных и экспериментов определены 
средняя скорость центрифугирования равная 3000–5000 об/мин и опти-
мальное время –7 минут при температуре 20–25°С [22–26]. 

Допущение 3

Известно, что заморозка приостанавливает биологические процессы, 
в том числе предотвращающие разрушение клеток. При замораживании 
бактерий можно выделить несколько этапов: подготовка, включающая в 
себя добавление криопротектора; замораживание, где образцы помещают-
ся в морозильник с температурой –80°С и меньше или замораживаются с 
помощью жидкого азота до –196°С; лиофилизация или хранение в замо-
роженном виде, без существенной потери жизнеспособности. 

Обычно замораживание проводят, снижая температуру от –80°C до 
–196°C быстро (в течение нескольких минут) или медленно (до несколь-
ких часов). Продолжительность замораживания может быть увеличена для 
более крупных объемов культуры или для более чувствительных к замо-
раживанию бактерий, требующих плавного снижения температуры среды. 
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По мере снижения температуры, снижается и кинетическая энергия внутри 
клетки. Быстрые скорости охлаждения не дают достаточно времени, чтобы 
оптимальное количество воды вышло из переплазматического пространства, 
отсюда увеличивается вероятность кристаллизации, что, как было описано 
ранее, приведет к большей вероятности клеточной гибели. Оптимальной тем-
пературой и временем замерзания было выбрано –80°С и 15 часов [27–34]. 

Допущение 4

В процессе лиофилизации в камере создается вакуум, чтобы снизить 
давление вокруг образца и способствовать сублимации льда. Далее необ-
ходимо подобрать правильные параметры: длительность, интервал темпе-
ратур и давления, для уменьшения возможных повреждений клеточных 
структур, так как давление, температура и продолжительность лиофили-
зации могут существенно влиять на выживаемость бактерий. 

Давление. Высокое давление может повредить клеточные мембраны 
и снизить выживаемость. Используя низкое давление можно уменьшить 
время лиофилизации и существенно улучшить сохранение бактерий. Уста-
новлено, что оптимальное давление для сушки находится в интервале от 
0,08 Па до 70 Па.

Температура. Высокая температура может привести к денатурации 
белков и других молекул, что может снизить выживаемость бактерий. 
Однако низкая температура может замедлить процесс лиофилизации и 
увеличить время, необходимое для сохранения бактерий. Изучив условия 
лиофилизации в публикациях, можно определить оптимальную темпера-
туру в начале процесса и скорость повышения температуры в следующих 
стадиях. Выявлено, что первичную сушку предпочтительно осуществлять 
при температуре –40°±5° с повышением температуры 2,5–5°C/ч.

Продолжительность лиофилизации. Длительная лиофилизация мо-
жет привести к повреждению клеточных структур и снижению выживае-
мости бактерий. Однако слишком короткое время лиофилизации может не 
обеспечить полное удаление воды из образца, что также может привести 
к снижению выживаемости. Продолжительность варьируется от 19 до 30 
часов и зависит от других параметров лиофильного высушивания.
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Таким образом, оптимальные условия лиофилизации должны быть 
определены для каждого типа бактерий в зависимости от их особенно-
стей и требований к хранению [35].

Допущение 5

Соотношение объема питательной среды и биомассы зависит от мно-
гих факторов, таких как вид микроорганизма, условия окружающей сре-
ды, наличие питательных веществ и т.д. В общем случае, чем больше 
объем питательной среды, тем больше биомассы может быть выращено. 
Однако, если среда будет слишком питательной, то это может приве-
сти к перерастанию микроорганизмов и неправильному формированию 
клеток. С другой стороны, если среда будет недостаточно питательной, 
то это может замедлить рост и развитие микроорганизмов. Поэтому оп-
тимальное соотношение объема питательной среды и биомассы долж-
но быть подобрано индивидуально для каждого конкретного случая. В 
большинстве работ начальный объем питательной среды составляет 100 
мл, инокулируют суспензией микроорганизмов, объемом 1 мл 0,1 OD600, 
такая стартовая культура позволяет наращивать достаточное количество 
клеток для исследования их криозащиты и не затрачивать большое ко-
личество ресурсов. 

Принимая во внимание все указанные допущения, получаем функцию: 

На основании предыдущих исследований (рис. 5) и литературного 
обзора найдено, что объем криопротектора по отношению к биомассе 
составляет 3:1 или 4:1 [36]. Такое соотношение позволяет достичь оп-
тимальной защиты клеток от повреждений при замораживании и после-
дующей сушки. Увеличение массы (объема) криопротектора приведет 
к увеличению продолжительности замораживания и лиофилизации из-
за высокой теплоемкости воды. Отношение криопротектора к биомассе 
обусловлено тем, что при такой концентрации криопротекторы эффек-
тивно снижают температуру фазового перехода воды, меняя при этом 
кристаллическую структуру льда, предотвращают гидратацию и обра-
зование эвтектики. 
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Рис. 5. Сравнительная характеристика соотношения биомассы                                          
и криопротектора при замораживании

Следовательно, функция принимает вид:

Масса бактерий после центрифугирования зависит от начальных пара-
метров культивирования (состава питательной среды, вида бактерий, со-
отношения бактерий и объема среды, температуры и продолжительности 
культивирования и других параметров): 

Так образом, получаем следующие параметры, которые позволяют оцени-
вать и регулировать количество живых бактерий в процессе лиофилизации:
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Заключение
Бактериальные культуры играют ключевую роль в научных и медицин-

ских исследованиях. Методы сохранения бактериальных культур, включая 
лиофилизацию, имеют важное значение для обеспечения стабильности и 
устойчивости микроорганизмов. Исследование влияния процесса лиофи-
лизации на выживаемость бактерий может найти свое применение для раз-
работки эффективных методов консервации и применения пробиотиков в 
пищевой и фармацевтической промышленности. Различные факторы, такие 
как подготовительные этапы, параметры культивирования и замораживание, 
оказывают влияние на функцию выживаемости бактерий при лиофилиза-
ции. Дальнейшие исследования в этой области помогут улучшить качество 
консервированных пробиотиков и расширить область их применения.

В рамках работы было проанализировано более трехсот публикаций от-
ечественных и зарубежных исследовательских групп, из которых было ото-
бран 31 наиболее важный фактор, влияющий на выживаемость бактерий при 
лиофилизации. Однако, многие факторы в общем уравнении выживаемости 
невозможно или очень сложно отследить. В связи с этим, в представленной 
работе были приняты допущения для упрощения уравнения. Таким образом, 
данный обзор позволит в дальнейшем получить функцию ценности для оп-
тимизации процесса и повышения эффективности сохранения микроорганиз-
мов при криоконсервации и лиофилизации. Такой подход позволит сделать 
модель более удобной для анализа и применения на практике. 
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