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Традиційні методи підтримання культур
мікроорганізмів зводяться до їх вирощуван�
ня на багатих живильних середовищах із
частими пересівами. При цьому спостеріга�
ються мутаційні зміни і автоселекція, які
часто призводять до втрати важливих фізіо�
лого�біохімічних властивостей. Тривале збе�
рігання культур мікроорганізмів без втрати
властивостей продуцентів можливе, якщо
різко припинити перебіг усіх процесів
у клітині, тобто перевести її в стан, близь�
кий до анабіозу [1−3].

Відомо багато способів зберігання куль�
тур мікроорганізмів: періодичні пересіви,
зберігання в 25%�му розчині гліцеролу при
температурі –20 °С, у дистильованій воді, під
вазеліновим маслом на агаризованому сере�
довищі та в ліофілізованому стані. Жоден
з відомих способів не є універсальним [4−6].

Під час ліофілізації у більшості мікроор�
ганізмів відбувається часткова загибель
клітин, а в деяких випадках — зміна їхніх
властивостей [7−8]. Окрім того, характерис�
тики ліофілізованих культур (кількість
життєздатних клітин, залишкова вологість,
структура сухого матеріалу та ін.) залежать
від правильного проведення кожної операції
і визначаються, у свою чергу, фізіологічни�

ми та технологічними властивостями мікро�
організму, який підлягає ліофілізації.
У зв’язку з цим існує необхідність визначення
впливу різних чинників на життєздатність
дріжджів Pichia anomala за їх ліофілізації.

Мета даної роботи — вивчення впливу
умов культивування, віку культури та пере�
несення мікробних клітин в захисні середо�
вища різного складу на життєздатність
дріжджів Pichia anomala за ліофільного ви�
сушування.

Матеріали і методи

Об’єктом досліджень були дріжджі Pichia
anomala штаму L�1 з «Колекції штамів
мікроорганізмів і ліній рослин харчової та
сільськогосподарської біотехнологій» Інсти�
туту харчової біотехнології та геноміки
НАН України. 

Культури зберігали на солодовому агарі
(8% сухих речовин, у тому числі 2% агару).

Дріжджі культивували глибинним
періодичним способом на качалках (240
об/хв) при температурі 30 °С в колбах
ємністю 0,75 дм3 з 0,05 дм3 живильного сере�
довища такого складу (г/дм3): H2NCONH2 —
1,0; КН2РО4 — 1,0; МgSO4 ⋅ 7H2O; FeCl3 —
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Збереження мікроорганізмів у колекціях чистих культур є актуальною проблемою. Існує багато
методів збереження бактерій, але жоден з них не дає 100%�го захисту від мутацій, змін властивостей
мікроорганізмів або їх загибелі. На життєздатність мікроорганізмів у процесі ліофілізації впливає
низка факторів: умови культивування (рН і температура), вік культури, концентрація клітин, склад
захисного середовища і метаболічна активність. Оптимізація цих процесів дозволяє зберегти до
80–90% життєздатних клітин. Для культури Pichia anomala визначено умови культивування, фазу
росту, в якій дріжджі виявляють найбільшу стійкість до несприятливих умов ліофілізації. Оп�
тимізовано склад захисного середовища, що дало змогу досягти максимального (до 95%) збережен�
ня життєздатних клітин після ліофілізації. Високий рівень життєздатних клітин після заморожу�
вання відзначено у дріжджовій суспензії з 36 до 48 год росту. Визначено оптимальну температуру
і термін зберігання ліофілізованих дріжджів з максимальною кількістю життєздатних клітин.



Експериментальні статті

81

0,05; ZnSO4 ⋅ 7Н2О — 0,05; меляса — 60,0;
рН 5,8. Культури висівали зі скошеного со�
лодового агару, переносячи дріжджові клі�
тини в колбу ємністю 0,25 дм3 із 0,1 дм3

стерильного живильного середовища,
та культивували на шейкері�інкубаторі
BIOSAN ES�20 (Латвія) зі швидкістю пе�
ремішування 200 об/хв та за температури
30 °С протягом 24 год. Посівний матеріал,
виготовлений таким методом, вміщували в
колби ємністю 0,5 дм3 з 0,2 дм3 середовища.
Як джерело вуглеводів використовували ме�
лясу в кількості 60 г/дм3. 

Дріжджі вирощували в біореакторі для
культивування мікроорганізмів — АКЛ —
10М (Росія). Інокулят вирощували тим са�
мим методом, що й посівний матеріал, і вно�
сили у кількості 10%. 

Склад окремих компонентів середовища
змінювався залежно від поставленого зав�
дання. 

Кислотність середовищ визначали на рН�
метрі — рН�150М (Білорусь).

Для одержання желатози 10%�й розчин
желатини готували на бідистильованій воді
та автоклавували протягом 1 год. Одержа�
ний розчин желатози фільтрували і згодом
використовували для приготування захис�
них середовищ.

Для отримання суспензії дріжджів культу�
ральну рідину осаджували центрифугуванням
і ресуспендували в захисних середовищах
до концентрації 6,5·106 клітин/дм3. Для дослі�
дження ефективності захисного середовища
було використано метод, за яким пряме вияв�
лення зв’язаної води можна замінити визна�
ченням порівняльної гідрофільності, зокрема
залишкової вологості в біологічних препара�
тах за їх одночасної ліофілізації [9, 10].

Для з’ясування впливу захисного середо�
вища на життєздатність клітин після ліофі�
лізації досліджували захисні середовища та�
кого складу (%): глюкоза або цукроза — 1,0;
10,0; 30,0; желатоза — 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0;
10,0; 11,0; агар — 0,2.

Дріжджі вносили в захисне середовище з роз�
рахунку концентрації клітин 6,5·106 клітин/дм3,
потім дріжджову суспензію в кількості 5 см3

вміщували в пеніцилінові флакони.
Одержані зразки заморожували в низь�

котемпературному холодильнику LAB
11/EL19LT фірми Elcold (Данія) за темпера�
тури –80 °С. Заморожені зразки переносили
в спеціальних касетах в попередньо охоло�
джену камеру (температура конденсатора
–50 °С) ліофільної сушарки CRUODOS�50
фірми TELSTAR( Іспанія). Тривалість вису�
шування становила 24 год.

Під час підготовки ліофілізованого ма�
теріалу для досліджень слід було виконати
дві умови: максимально точно відновити по�
передній (до висушування) об’єм матеріалу
та вивести живі клітини зі стану анабіозу.
Для виконання цих умов ліофілізований ма�
теріал доводили дистильованою водою до
об’єму 5·10–3 дм3 і витримували за кімнатної
температури в дистильованій воді протягом
30 хв.

Кількість клітин (живих і мертвих) ви�
раховували за методикою, викладеною в ро�
боті [11]. 

Підрахунок загальної кількості клітин
дріжджів у культуральній рідині проводили
за допомогою камери Горяєва з паралельним
розсівом у чашки Петрі з сусло�агаром.
Життєздатність дріжджів Pichia anomala
штаму L�1 визначали за кількістю підрахо�
ваних колоній на чашках Петрі після двох
діб культивування [12]. 

Після регідратації дріжджі піддавали гли�
бинному культивуванню упродовж двох діб.

У процесі ліофілізації мікроорганізми
іноді залишаються життєздатними, але з по�
рушеними обмінними функціями клітин,
що призводить до зниження фізіологічної
активності. 

Дріжджі Pichia anomala — продуцент
ліпідів, тому їхню фізіологічну активність
встановлювали за кількістю накопиченої
біомаси і синтезом ліпідів.

Біомасу визначали таким способом: осад
після центрифугування культуральної ріди�
ни протягом 30 хв при 5 000 g висушували в
бюксах за температури 105 °С до незмінної
маси (у трьох повторах) з подальшим зважу�
ванням висушеної наважки дріжджів на ва�
гах RADWAG WPS 4000/C/1 (Польща). 

Для обчислення кількості ліпідів вису�
шену біомасу (наважка 10 г) вкладали в па�
кетик з фільтрувального паперу та зважува�
ли. Потім пакетик вносили до екстрактора
і герметично з’єднували всі частини апара�
та. Колбу апарата ставили у киплячу водяну
баню. Через верх холодильника проводили
послідовне екстрагування діетиловим ефі�
ром і сумішшю хлороформ + етанол в апа�
раті Сокслета протягом 5−6 год. Дріжджову
масу, яка залишилась після першої екстрак�
ції, піддавали обробленню 10%�ю НCl на
киплячій водяній бані впродовж 3 год, після
чого тими самими розчинниками екстрагу�
вали частину ліпідів, яка залишилася.

Після екстракції пакетик з матеріалом
висушували спочатку при 20−30 °С (за
кімнатної температури), а потім при
100–105 °С. Зважували і за різницею між
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масою до та після екстрагування визначали
кількість жиру. 

Кількість цукрів вираховували за стан�
дартом СОУ.15.9a37a240 2005 р. 

Ефективність синтезу ліпідів оцінювали
за показником жирового коефіцієнта
(дорівнює кількості мг ліпідів/мг цукрів
×100) .

Усі досліди проводили в трьох повторах,
статистичне оброблення результатів викону�
вали згідно з [13]. Різницю між двома се�
редніми величинами вважали достовірною
при Р < 0,05.

Результати та обговорення

Збереження життєздатності та інших
біологічних властивостей мікроорганізмів
залежить від багатьох чинників: віку куль�
тури (деякі види мікроорганізмів найбільш
стійкі до заморожування [14] наприкінці ло�
гарифмічної стадії та на початку стаціонар�
ної фази росту), концентрації клітин, складу
захисного середовища, активності метабо�
лічних процесів тощо.

Нами досліджено вплив віку дріжджової
культури на життєздатність клітин під час
заморожування й визначено тривалість фаз
росту дріжджових клітин за їх культивування
в рідкому середовищі. Початок логарифміч�
ної фази зафіксовано на 7−8�й год, а початок
стаціонарної — на 28�й год культивування.
У середині кожної фази розвитку культури
відбирали біомасу і відповідно до наведеної
вище методики піддавали заморожуванню.
Результати визначення життєздатності за�
морожених дріжджів наведено на рис. 1.

Високий рівень збереження життєздат�
них клітин після заморожування відзначено
в дріжджовій суспензії лише з 36�ї до 48�ї
год росту. Після 48 год життєздатність

клітин починала знижуватись. Цей факт
можна пояснити тим, що на кріостійкість
суспензії впливає різний фізіологічний стан
клітин, співвідношення чутливих і стійких
особин в популяції культури. Окрім того,
стійкість залежить від хімічного складу
клітин, передусім плазматичної мембрани.

Результати проведених досліджень доз�
волили встановити оптимальний вік культу�
ри (42 год росту) для збереження життєздат�
ності клітин після заморожування.

На життєздатність мікроорганізмів на ета�
пах заморожування і висушування вплива�
ють також умови їх культивування. Суттєвий
вплив на кріорезистентність та життєздат�
ність клітин за глибинного культивування
мікроорганізмів під час висушування справ�
ляють pH і температура середовища. 

Результати проведених експериментів
дали змогу вивчити, як впливає рН середо�
вища на життєздатність дріжджових клітин
(табл. 1).

Оптимальним для синтезу біомаси є рН
5,5, кількість життєздатних клітин — 75,7%
за максимального накопичення біомаси —
4,0 гАСБ/дм3. Якщо рН середовища стано�
вить 6,0, синтез біомаси знижується до
3,9 гАСБ/дм3, однак процес накопичення
ліпідів триває і вміст їх досягає 2,0 г/гАСБ.

Також можна зробити висновок, що
зміна рН середовища від 5 до 6 не має знач�
ного впливу на кількість ліпідів. 

Таким чином, ліпіди як важливі компо�
ненти цитоплазматичних мембран, так само
як трегалоза і глікоген, виконують роль ре�
зервного матеріалу [15] і виявляють захисну
дію стосовно біологічних мембран під час
ліофілізації. 

Досліджено вплив температури культи�
вування дріжджів на біомасу та накопичен�
ня ліпідів (рис. 2).

Рис. 1. Синтез біомаси та життєздатність
дріжджів залежно від фаз росту
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Рис. 2. Вплив температури на накопичення
ліпідів Pichia anomala штаму La1 
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Підвищення температури від 28 °С до 34 °С
зумовлювало збільшення накопичення біома�
си. З підвищенням температури до 38 °С син�
тез біомаси зменшувався, однак синтез ліпідів
продовжувався і максимальна кількість
ліпідів спостерігалася за температури 36 °С. 

Кількість життєздатних клітин після
ліофілізації значною мірою залежить від
складу захисних середовищ.

Виживаність дріжджових клітин під час
ліофілізації можна збільшити, підбираючи
захисні середовища до оптимального їх
складу і співвідношення компонентів у сере�
довищі, що запобігають або зменшують
інтенсивність деструктивних процесів.

Існують загальні вимоги до захисних се�
редовищ. Вони мають бути гідрофільними
(речовини, які не зв’язують воду, не є захис�
ними для мікроорганізмів за їх ліофілізації)
і не містити солей (для цього їх готують на
дистильованій або бідистильованій воді).
Крім того, слід запобігати потраплянню со�
лей із середовища культивування разом
з мікробною масою. Для цього перед зми�
ванням мікробної маси захисним середови�
щем потрібно видалити конденсаційну воду
з пробірок, в яких вирощували культуру.

Дослідження різних захисних середо�
вищ допомогло підібрати середовища, до
складу яких входили вуглеводи (глюкоза
і сахароза як гідрофільні речовини), жела�
тина й агар (як колоїди), що максимально
захищали клітини мікроорганізму від
шкідливого впливу ліофілізації і не мали ан�
тигенних властивостей. Ці середовища мож�
на вважати гідрофільними, але вміст зазна�
чених речовин не повинен бути надмірним.
Занадто великий вміст гідрофільних речо�
вин уповільнює процес висушування, ство�
рює підвищену залишкову вологість і змен�
шує розчинність сухого препарату. Тобто 
вміст цих речовин має лише забезпечувати
оптимальну залишкову вологість [16].

Було досліджено гідрофільність дріж�
джових суспензій залежно від концентрації
в них глюкози і цукрози (табл. 2).

З даних таблиці видно, як змінювалася
залишкова вологість кінцевого матеріалу за�
лежно від вмісту вуглеводів і їхньої концен�
трації за одних і тих самих умов ліофіліза�
ції. З використанням глюкози та цукрози
в кількості 10% одержали показники залиш�
кової вологості 2,85 і 1,94%, відповідно.
Для подальшої роботи з підбору захисного
середовища для ліофілізації дріжджів як
гідрофільний компонент було обрано цукро�
зу в концентрації 10%.

Окрім наявності речовин, від яких зале�
жить гідрофільність матеріалу, в середовищі
мають бути ще й речовини, які максимально
захищають клітини мікроорганізму від шкід�
ливого впливу заморожування і висушування.

У роботі [17] показано, що желатоза здатна
захищати мікроорганізми від згубної дії проце�
сів заморожування та ліофілізації. Найбільш
цінними властивостями желатози в захисних
середовищах було те, що вона забезпечувала
ліофільну структуру сухого матеріалу і, на
відміну від желатини, була не дуже в’язкою, не
утворювала гелів навіть за високої концент�
рації і не мала антигенних властивостей.

Нами досліджено вплив різних концент�
рацій желатози на кількість життєздатних
дріжджових клітин після ліофілізації. Ре�
зультати подано в табл. 3.

Таблиця 1. Вплив рН середовища на виживаність дріжджових клітин

рН Біомаса,
гАСБ*/дм3

Вміст ліпідів,
г/гАСБ

Кількість живих клітин

До ліофілізації, КУО · 109 Після ліофілізації, КУО · 109 Виживаність,%

4,0 2,40±0,10 1,30±0,01 6,00±0,12 2,20±0,04 33,9 

4,5 3,00±0,05 1,60±0,02 6,50±0,11 1,80±0,01 27,7 

5,0 3,40±0,08 1,80±0,01 6,90±0,14 3,00±0,06 43,5 

5,5 4,00±0,07 1,80±0,03 7,50±0,13 5,00±0,11 72,5 

6,0 3,90±0,10 2,00±0,01 7,40±0,15 5,60±0,09 75,7 

6,5 3,60±0,06 1,90±0,02 7,00±0,10 3,00±0,05 59,4 

7,0 3,00±0,08 1,70±0,01 6,50±0,09 2,60±0,03 40,0 

Таблиця 2. Порівняльна гідрофільність 
суспензії Pichia anomala

залежно від концентрації глюкози та цукрози

Захисне
середовиa
ще з глюa
козою,%

Залишкова
вологість,

%

Захисне
середовиa
ще з цукa
розою,%

Залишкова
вологість,

%

1 19,67 1 18,11 

10 2,85 10 1,94 

30 40,43 30 50,33 

Примітка. АСБ — абсолютно суха біомаса.
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Дані таблиці свідчать, що концентрацію
желатози в захисному середовищі потрібно
було довести до 10%, щоб забезпечити мак�
симальну фіксацію клітин дріжджів у сухо�
му матеріалі і запобігти надмірному вису�
шуванню клітин (залишкова волога — на
рівні 1,9%).

За результатами досліджень оптимізова�
но склад захисного середовища, яке містило
такі компоненти (%): глюкоза — 10,0; жела�
тоза — 10,0; агар — 0,02.

Для визначення часу зберігання без
значної втрати життєздатності та фізіологіч�
ної активності дріжджових клітин після ліо�
філізації слід вивести їх з анабіотичного ста�
ну. Якщо не забезпечити оптимальних умов
виведення клітин з анабіозу, то одержані
дані щодо життєздатності мікроорганізму
будуть занижені.

Особливе значення під час зберігання
ліофілізованих мікроорганізмів мають тем�
пературні умови. Чим вища температура
зберігання культур, тим швидше знижува�
лась кількість життєздатних клітин мікро�
організмів. Між температурою зберігання
ліофілізованих мікроорганізмів і швидкістю
відмирання спостерігалась певна за�
лежність (рис. 3).

У разі зберігання зразків ліофілізованих
дріжджів упродовж місяця за температури
6 °С кількість життєздатних клітин не змен�
шувалась порівняно з вихідною культурою,
а з підвищенням температури — поступово
знижувалась і за температури 34 °С втрача�
лося приблизно 13%. Відповідно і кількість
синтезованих ліпідів зменшувалася з підви�
щенням температури.

Спостереження за сухим матеріалом
дріжджів, одержаним з урахуванням усіх
чинників, які позитивно впливали на про�
цес ліофілізації культури, показали, що під
час зберігання за температури 6 °С протягом
року (рис. 4) життєздатність дріжджів на�
прикінці року досягала 94−95%. За кімнатної

температури (20 °С) кількість життєздатних
клітин поступово зменшувалась і через рік
зберігання становила 90%. 

Дослідженнями процесу ліпідоутворен�
ня ліофілізованих дріжджів під час збері�
гання протягом року встановлено, що синтез
ліпідів наприкінці терміну зберігання змен�
шився на 5% за температури зберігання 6 °С
і на 10% за кімнатної температури (рис. 4).
Відповідно змінювалась і величина жирово�
го коефіцієнта. Це є важливим чинником
для зберігання продуцента в ліофільному
стані впродовж року. 

З’ясовано, що для зберігання ліофілізо�
ваних дріжджів Pichia anomala протягом
року з концентрацією 93–95% життєздат�
них клітин, стабільною фізіологічною ак�
тивністю і синтезом ліпідів потрібно:

– перед заморожуванням культивувати
дріжджі протягом 48 год за температури
36 °С і рН 6,0;

– переносити дріжджі в захисне середо�
вище такого складу (%): цукроза — 10,0;
желатоза — 10,0; агар — 0,2.

Таблиця 3. Вплив концентрації желатози на кількість дріжджових клітин в сухому матеріалі

Концентрація
желатози, %

Кількість мікроорганізмів КУО · 109

Життєздатність, % Залишкова 
вологість, %До ліофілізації Після ліофілізації

5 4,90±0,06 2,35±0,01 47,9 4,0 

6 5,10±0,09 3,21±0,02 63,0 2,9 

7 5,00±0,10 3,36±0,05 67,2 3,0 

8 5,60±0,10 4,60±0,09 82,1 3,1 

9 5,50±0,11 4,20±0,06 81,8 2,8 

10 5,40±0,08 5,20±0,12 96,3 1,9 

11 5,00±0,04 4,20±0,08 96,0 2,0 

Рис. 3. Вплив температури зберігання 
на життєздатність і синтез ліпідів 

ліофілізованих дріжджів

Температура зберігання, 20 °С
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Встановлено, що зберігати сухий матеріал
дріжджів Pichia anomala L�1 протягом року
можна в інтервалі температур від 6 °С (95%
життєздатних клітин наприкінці року) до 20 °С
(93% наприкінці процесу зберігання).
Відповідно зберігається і здатність до синтезу
ліпідів 2,85 г/гАСБ (T = 6 °С) і 2,7 г/гАСБ
(T = 20 °С) проти 3 г/гАСБ вихідної культури. 

Таким чином, аналіз результатів дослі�
джень впливу таких чинників, як вік куль�
тури, умови її культивування, склад захис�
ного середовища і температура зберігання
висушених дріжджів, показав, що зберігання
сухого матеріалу Pichia anomala штаму L�1
упродовж року можливе без значних втрат
їхньої життєздатності і фізіологічної актив�
ності за умови дотримання відповідних пара�
метрів висушування в процесі ліофілізації.

Рис 4. Порівняльна характеристика 
ліофілізованих дріжджів при різних 

температурах зберігання упродовж року:
1 — за температури 6 °С; 
2 — 20 °С 
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ВЛИЯНИЕ ЛИОФИЛИЗАЦИИ 
НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ ДРОЖЖЕЙ

Pichia anomala
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Сохранение микроорганизмов в коллекци�
ях чистых культур является актуальной проб�
лемой. Существует много методов сохранения
бактерий, но ни один из них не дает 100%�й за�
щиты от мутаций, изменений свойств микро�
организмов или их гибели. На жизнеспособ�
ность микроорганизмов при лиофилизации
влияет ряд факторов: условия культивирова�
ния (рН и температура), возраст культуры,
концентрация клеток, состав защитной среды
и метаболическая активность. Оптимизация
этих процессов позволяет сохранить до
80–90% жизнеспособных клеток. Для иссле�
дуемой культуры Pichia anomala определены
условия культивирования, фаза роста культу�
ры, при которой дрожжи проявляют наиболь�
шую устойчивость к неблагоприятным услови�
ям процесса лиофилизации. Оптимизирован
состав защитной среды, что позволило полу�
чить после процесса лиофилизации максималь�
ное (до 95,5%) сохранение жизнеспособных
клеток. Высокий уровень жизнеспособных
клеток после замораживания отмечен в дрож�
жевой суспензии с 36 до 48 ч роста. Определены
оптимальная температура и срок сохранения
лиофилизованных дрожжей с максимальным
количеством жизнеспособных клеток. 

Ключевые слова: дрожжи Pichia anomala, лио�
филизация, защитная среда, жизнеспособ�
ность клеток.

LYOPHILIZATION EFFECT 
ON Pichia anomala

YEASTS VIABILITY
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Saving microorganisms in clean culture col�
lections is an actual problem. There is a lot of
methods to save bacteria, but none of them give
100% protection from mutation, changing
microorganism properties or their death. A lot of
factors influence on microorganism survival:
cultivation factors (pH and temperature), cul�
ture age, cell concentration, protection medium
consistency and metabolic activity. Optimization
of this process enables to have about 80–90%
survival cells. Cultivation factors, culture
grown phase for the investigated Pichia anomala
culture, were determined, in which yeasts
showed the most stability for unfavorable condi�
tions of lyophilization process. Сomposition of
the protective environment were optimized that
enabled us to obtain maximum (up to 95.5%)
saving of the viable cells after the lyophilization
process. High level of the viable cells was
observed after freezing in the yeast suspension
from 36 to 48 hours of growth. The optimum
temperature and time saving of lyophilized yeast
with the highest number of the viable cells were
determined.

Key words: Pichia anomala yeasts, liophiliza�
tion, protective environment, cell viability.




