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В статье приведены результаты исследований по 

подбору оптимального состава защитной среды 

для криозаморозки концентрированной биомассы 

штамма Bifidobacterium longum 432 OR в жидком 

азоте и последующего хранения замороженной 

концентрированной закваски. В результате 

исследований определена криопротекторная 

среда, обеспечивающая максимальную 

сохранность культуры в процессе 

криоконсервирования и последующего хранения, 

содержащая сахарозу, лактозу, натрий 

лимоннокислый, восстановленное обезжиренное 

молоко с 0,03% натрия лимоннокислого и  

инулином. 

 

 The article presents the results of studies about of 

the optimal composition of the protective medium 

for cryoconservation of  Bifidobacterium longum 

432 OR concentrated biomass. We froze 

concentrated biomass in liquid nitrogen and 

studied its survival in storage process. As a result 

of the research the cryoprotective medium was 

constructed. This medium contained sucrose, 

lactose, sodium citrate, skimmed milk with 0.03% 

sodium citrate and inulin and provided maximum 

preservation of starter culture during 

cryoconservation and further storage. 
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Введение. Производство кисломолочных продуктов с пробиотической 

направленностью основано на использовании культур микроорганизмов, которые 

вводятся в виде заквасок и концентрированных заквасок. Совершенствование технологии 

изготовления концентрированных заквасок является актуальной задачей, при этом, 

важное место в исследованиях занимает повышение активности концентрированных 

заквасок, унификация их свойств, экономичность производства. Мировой опыт 

показывает, что наибольшее распространение получили концентрированные закваски 

«прямого внесения», замороженные при низких температурах или получаемые методом 

сублимационной сушки. Применение таких заквасок исключает процедуру 

восстановления культур перед использованием, стадию перевивки культур в процессе 

хранения, что обеспечивает устойчивость в соотношении видов и штаммов 

микроорганизмов; эффективно в борьбе с бактериофагами, а также обеспечивает 

получение готовой продукции гарантированного качества [1–4]. 

___________ 
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Производство подобных концентрированных заквасок является динамично 

развивающимся сектором рынка микробиологических препаратов для пищевой 

промышленности. Исходной субстанцией культур микроорганизмов, поставляемых в 

виде заквасок, является микробная биомасса, которая после добавления защитной среды 

подвергается или сублимационной сушке или заморозке. Криозамораживание в жидком 

азоте при сверхнизкой температуре (-196°С) является одним из перспективных 

направлений обработки микробной биомассы и представляет собой один из наиболее 

удачных методов консервирования культур закваски [5–7]. При использовании 

сверхнизкой температуры молекулы воды не образуют крупные кристаллы, тем самым 

не повреждая клетку, биохимические процессы внутри клеток при этом 

прекращаются.[8–10] В процессе замораживания-размораживания возможны 

повреждения клеточной мембраны и аминокислотной транспортной системы клеток, но 

подобные повреждения клеток обратимы и полностью репарируются [11], особенно, при 

использовании культур в суспендированном виде [5,12]. За счет этого при 

замораживании бактериального концентрата в жидком азоте сохраняется высокий 

процент жизнеспособных клеток, не требующих дополнительных операций перед 

внесением в смесь для сквашивания [8–10]. Кроме того, при использовании данной 

технологии изготовления бакзаквасок отсутствует стадия сушки биомассы, что 

сокращает производственный цикл и снижает энергозатраты процесса производства. 

Метод замораживания в жидком азоте позволяет получать концентрированную 

закваску со сроком хранения 1 год при температуре минус 45°С. Замороженные 

бактериальные закваски вносятся непосредственно в смесь для сквашивания, и, в 

отличие от сублимированных, имеют значительно меньшее время реактивации, что 

важно для производственного процесса [13, 14]. 

Следовательно, получение замороженных концентрированных заквасок для 

изготовления пробиотических кисломолочных продуктов является актуальной задачей и 

требует проведения экспериментальных работ с целью отработки технологии 

производства изготовления концентрированных заквасок, полученных 

криозамораживанием микробной биомассы.  

В сохранении жизнеспособности клеток при замораживании и высушивании 

главную роль играют защитные среды. Механизм действия защитных сред основан на их 

способности создавать более прочные связи с молекулами воды, чем связи молекул воды 

между собой, что препятствует формированию правильной решетки льда и задерживает 

начало роста кристаллов [11]. 

Цель исследований – выбор оптимальной защитной среды, обеспечивающей 

максимальную сохранность бифидобактерий в процессе заморозки их бактериальной 

массы в жидком азоте и последующем хранении. Для достижения данной цели были 

реализованы следующие задачи: 

1) определение количества бифидобактерий в смеси концентрированной биомассы 

с исследуемой защитной средой до криозаморозки; 

2) определение количества бифидобактерий в замороженной концентрированной 

закваске; 

3) определение количества бифидобактерий в замороженной концентрированной 

закваске после 4-ех месяцев хранения при температуре минус (60±1)ºС 

4) анализ полученных данных, выбор криопротектора, обеспечивающего 

наилучшую сохранность клеток бифидобактерий в процессе криозаморозки и 

последующего хранения. 

Материалы и методы исследований. Объектами исследований являлись штамм 

бифидобактерий Bifidobacterium longum 432 OR, защитные среды для криозаморозки 

микробной массы данной культуры в парах жидкого азота. 

Среды и реактивы. 

Среда ГМК готовится из сухой питательной среды по описанию, приведенному на 
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упаковке.  

Промышленная питательная среда для наращивания биомассы культуры 

Bifidobacterium longum готовится по ТИ BY 100098867.446 – 2016 [16]. 

Основные методы исследований. 

Определение количества бифидобактерий. 

Метод основан на высеве определенного количества биомассы с защитной средой 

и концентрированной замороженной закваски,  и (или) их разведений в агаризованную 

питательную среду ГМК-1, культивировании посевов при оптимальных условиях и их 

подсчете. 

Приготовление разведений. 

1,0 г (см
3
) культуральной жидкости, биомассы, биомассы с защитной средой или 

концентрированной замороженной закваски предварительно размороженной при 

комнатной температуре, помещают в стерильную ступку, добавляют 9,0 см
3 

физиологического раствора и тщательно перемешивают. Таким образом получают (10
-1

) 

разведение. В пробирку с 9,0 см
3 

физиологического раствора вносят 1 см
3 

(10
-1

) 

разведения закваски и тщательно перемешивают. Таким образом получают (10
-2

) 

разведение. Повторяют эту операцию до получения необходимого количества 

разведений. 

Подготовка питательной среды к проведению анализа. 

Перед использованием питательную среду помещают в кипящую водяную баню и 

выдерживают в течение 15–20 мин для регенерации среды и затем среду охлаждают до 

(48±1)
о
С. 

Посев и инкубация. 

Для определения количества бифидобактерий засевают по 1 см
3
 из четырех 

последних разведений параллельно в две пробирки с высоким столбиком со средой  

ГМК-1, содержимое тщательно пассивно перемешивают стерильной пипеткой. 

Посевы инкубируют при температуре (37±1)
о
С, в течение 5 сут. 

Подсчет колоний и обработка результатов. 

Учет результатов проводят путем подсчета количества выросших колоний. Для 

подсчета используют чашки Петри или пробирки, в которых выросло от 1 до 300 

колоний. Количество бифидобактерий  N, KOE/г(см
3
), определяют по формуле 1. 
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где c2,k – количество колоний, подсчитанных в самом низком разведении; 

         c2,m – количество колоний, подсчитанных в разведении, следующем за самым 

низким; 

       c2,р – количество колоний, подсчитанных в следующем разведении; 

       n – суммарное количество чашек или пробирок, взятых для подсчета; 

       d – величина самого низкого разведения, взятого для подсчета. 

Результаты и их обсуждение. Анализ динамики количества бифидобактерий в 

ходе технологического процесса изготовления закваски замороженной 

концентрированной на основе штамма Bifidobacterium longum 432 OR показал, что 

максимальное уменьшение их количества  происходило на стадии замораживания. В 

связи с этим проведено изучение влияния состава защитных сред для криоконсервации в 

жидком азоте. Основываясь на эмперических и литературных данных для рассмотрения в 

качестве основных компонентов защитных сред были выбраны экономически доступные 

в производственных масштабах, хорошо растворимые в воде, нетоксичные, не 
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требующие последующего отмывания вещества: сахароза, глюкоза, лактоза, натрий 

лимоннокислый, инулин, восстановленное обезжиренное молоко. 

Исследовано криопротекторное действие защитных сред следующего состава 

(концентрация веществ указана в смеси биомассы с защитной средой без учета 

разбавления):  

1) 5% сахарозы + 1% натрия лимоннокислого; 

2) 5% сахарозы + 1% натрия лимоннокислого + 12% стерильного 14% ВОМ с 

добавлением 3% инулина; 

3) 5% лактозы + 1% натрия лимоннокислого; 

4) 5% лактозы + 1% натрия лимоннокислого + 12% стерильного 14% ВОМ с 

добавлением 3% инулина; 

5) 2,5% сахарозы + 1,5 % лактозы + 1% натрия лимоннокислого + 12% ВОМ (14%-

ого) с 0,03% натрия лимоннокислого и добавлением 3% инулина. 

Вещества защитной среды вносили в биомассу в виде концентрированных 

стерильных растворов. Использовали  раствор сахарозы с концентрацией 500 г/дм
3
, 

растворы лактозы и раствор натрия лимоннокислого с концентрацией 200 г/дм
3
.  

Биомасса бифидобатерий получена в результате культивирования 

микроорганизмов в промышленном ферментере объемом 150 дм
3
 на участке бакзаквасок 

и биоконсервантов отдела биотехнологий РУП «Институт мясо-молочной 

промышленности». Накопление биомассы осуществляли на промышленной питательной 

среде на основе гидролизата восстановленного обезжиренного молока по технологии, 

приведенной в ТИ BY 100098867.446-2016 [15]. Концентрирование культуральной 

жидкости проводили на сепараторе марки GEA FSC 20-06-076.  

Полученную биомассу разделили на 5 равных частей и в асептических условиях 

смешали с концентрированными растворами защитных сред согласно схеме, 

приведенной ранее. Бактериальную массу, смешанную с защитной средой,  подавали 

стерильно на установку криозамораживания, где в жидком азоте происходило 

образование замороженных гранул. Замороженные гранулы  расфасовали в мешки, 

промаркировали, плотно укупорили и отправили на  хранение в морозильные шкафы, где 

они хранились при температурном режиме минус (60±1)
о
С. Для определения влияния 

питательной среды на выживаемость бифидобактерий проводили определение их 

количества до и после криозаморозки, а также через 4 месяца хранения при 

температурном режиме минус (60±1)
о
С. Данные представлены на рисунке 1. 

Как видно из рис. 1, снижение количества бифидобактерий при замораживании в 

жидком азоте было минимальным при использовании в качестве защитной среды №3 

(5% лактозы с 1% натрия лимоннокислого) и защитной среды №5, применяемой при 

криозамораживании лактококков (2,5% сахарозы + 1,5 % лактозы + 1% натрия 

лимоннокислого + 12% стерильного 14% ВОМ с добавлением 3% инулина).  

Для оценки влияния исследуемых защитных сред на выживаемость 

бифидобактерий при температурном режиме минус (60±1)
о
С определяли их количество в 

замороженной концентрированной закваске через 4 месяца хранения. Установлено, что 

максимальное снижение количества бифидобактерий (в 3,00 раза) в процессе хранения 

происходит при использовании в качестве защитной среды №2 (5% сахарозы+ 1% натрия 

лимоннокислого + 12% стерильного 14% ВОМ с добавлением 3% инулина). В случаях 

применения криопротекторных сред №1 (5% сахарозы + 1% натрия лимоннокислого), 

№3 (5% лактозы + 1% натрия лимоннокислого) и №4 (5% лактозы + 1% натрия 

лимоннокислого + 12% стерильного 14% ВОМ с 0,03% натрия лимоннокислого и 3% 

инулина) количество микроорганизмов при хранении снизилось соответственно в 2,42; 

2,83 и 2,75 раз. Максимальную сохранность количества бифидобактерий обеспечивала 

защитная среда №5 (2,5% сахарозы + 1,5 % лактозы + 1% натрия лимоннокислого + 12% 

стерильного 14% ВОМ с 0,03% натрия лимоннокислого и 3% инулина). При ее  
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1 - 5% сахарозы + 1% натрия лимоннокислого; 

2 - 5% сахарозы + 1% натрия лимоннокислого + 12% стерильного 14% ВОМ с добавлением 3% инулина; 

3 - 5% лактозы + 1% натрия лимоннокислого; 

4 - 5% лактозы + 1% натрия лимоннокислого + 12% стерильного 14% ВОМ с 0,03% натрия лимоннокислого и 

3% инулина; 

5 - 2,5% сахарозы + 1,5 % лактозы + 1% натрия лимоннокислого + 12% ВОМ (14%-ого) с 0,03% натрия 

лимоннокислого и 3% инулина. 

 
Рисунок 1 – Определение влияния различных видов защитных сред на выживаемость 

бифидобактерий в процессе криозамораживания и хранения 

 

использовании количество бифидобактерий в замороженной концентрированной 

закваске за 4 месяца хранения снизилось в 2,08 раз. Все исследованные образцы после 

4 месяцев хранения по показателю качества «количество бифидобактерий в 1 г закваски» 

соответствовали требованиям ТНПА. 

Вывод. В результате проведенных исследований установлено, что наилучшую 

сохранность концентрированной биомассы штамма Bifidobacterium longum 432 OR в 

процессе криозаморозки в жидком азоте и последующем хранении в течение 4 месяцев 

при температурном режиме минус (60±1)
о
С обеспечивала защитная среда №5, 

содержащая сахарозу, лактозу, натрий лимоннокислый, восстановленное обезжиренное 

молоко с добавлением  натрия лимоннокислого и  инулина. 
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