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Лиофилизация является одним из самых распространенных методов сушки для сохранения микроорганизмов в биоресурсных 
коллекциях и получения сухих заквасок и пробиотиков с высокой стабильностью и длительным сроком хранения. Однако  
в процессе лиофилизации бактериальные клетки в той или иной степени повреждаются и часть популяции гибнет. Для защиты 
клеток от повреждений и повышения их выживаемости используются различные криопротекторы и режимы замораживания.  
Целью работы являлось установление режимов предварительного замораживания и криопротекторов, обеспечивающих 
максимально возможные выживаемость и сохранность метаболической активности термофильных молочнокислых палочек  
вида Lactobacillus helveticus в процессе лиофилизации и последующего хранения. Исследовали три температурных режима 
замораживания перед лиофилизацией (минус 20, 30 и 55 °C) и два вида криопротекторов – сахароза и трегалоза в концентрации 4 %.  
Наиболее низкая выживаемость наблюдалась при температуре замораживания минус 55 °C без криопротекции и с добавлением 
криопротекторов. Максимальная выживаемость штамма L. helveticus 158-16 в процессе лиофилизации (32–33 %)  
выявлена при использовании предварительного замораживаниям при температуре минус 20 °C с сахарозой, наименьшая 
(около 15 %) наблюдалась с трегалозой. Выживаемость штамма L. helveticus 305-10 была практически одинаковой при 
использовании сахарозы (26,6 %) и трегалозы (27,7 %). Установлено, что использование сахарозы и трегалозы в качестве 
криопротекторов уменьшало гибель бактериальных клеток при хранении в течение 12 мес. в 3–11 раз по сравнению с вариантом 
без криопротекции. Для увеличения выживаемости изученных штаммов L. helveticus в процессе лиофилизации и хранения 
предложен режим лиофильной сушки при температуре предварительного замораживания минус 20 °C с добавлением сахарозы. 
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Введение 
Сохранение микроорганизмов имеет решающее 
значение не только в микробиологической науке 
и практике, но особенно в коллекционной деятельно-
сти. Существуют различные методы кратковременного 
и долгосрочного хранения коллекционных культур [1]. 
Для длительного сохранения жизнеспособности бак-
терий и их свойств необходимо затормозить метаболи-
ческие процессы в бактериальных клетках, сохранив 
их целостность и способность к реактивации. При 
этом важна максимально низкая скорость инактива-
ции клеток для обеспечения очень длительного срока 
хранения, требуемого для сохранности фондов био-
ресурсных коллекций. В настоящее время достаточно 
эффективным и относительно недорогим способом 
консервации и хранения микроорганизмов, включая 
молочнокислые бактерии, считается лиофильная 
сушка [2]. Лиофилизация широко используется и при 
промышленном изготовлении различных бактери-
альных средств: заквасок для производства пищевых 
продуктов, кормов, пробиотиков, поскольку производ-
ство концентрированных сухих заквасочных и про-
биотических культур с длительными сроками хранения 
имеет первостепенное значение для пищевой промыш-
ленности. Несмотря на ряд преимуществ, включая 
долгосрочную стабильность, удобство хранения и воз-
можность восстановления, у этого метода есть и недо-
статок – гибель большей части бактериальных клеток. 

Лиофильная сушка – это процесс удаления влаги из 
замороженных объектов в условиях вакуума, когда 
лед сублимируется непосредственно в пар, минуя 
жидкую фазу [3]. В результате этого микроорганизмы 
подвергаются воздействию двух стрессовых факто-
ров – замораживания и высушивания, которые нега-
тивно сказываются на их выживаемости и сохранении 
функциональных свойств [4]. Часть клеточной популя-
ции погибает из-за возникающего в процессе лиофи-
лизации физиологического стресса, обусловленного 
кристаллизацией воды и механическим поврежде-
нием клеток, осмотическим шоком из-за увеличе-
ния концентрации растворенных веществ по мере 
удаления воды. Значительному негативному воздей-
ствию подвергаются цитоплазматические мембраны, 
у которых снижается текучесть, клетка становится 
более хрупкой и появляются повреждения [5]. При 
этом замедляются связанные с мембраной процессы, 
например, активный транспорт и секреция белков. 
Холодовый шок приводит и к снижению стабильно-
сти нуклеиновых кислот, синтеза белка и активности 
ферментов, участвующих в клеточных процессах, что 
приводит к замедлению роста и развития клеток [6]. 

Для снижения гибели бактериальных клеток во 
время лиофильной сушки используются разнооб-
разные защитные вещества [7]. Многие материалы 
были исследованы в качестве защитных агентов 
и используются на практике: лактоза, сахароза, 
трегалоза, мальтодекстрин, обезжиренное молоко, 
сывороточные белки и др. [8, 9]. Углеводные крио-
протекторы, такие как сахароза и трегалоза, уве-
личивают температуру стеклования и уменьшают 
образование кристаллов льда в клетках при замо-
раживании, предотвращают снижение текучести 
клеточной мембраны [10]. Криопротекторы бел-
ковой природы, такие как обезжиренное молоко 
и сыворотка, стабилизируют клеточную мем-
брану за счет создания защитного покрытия на ее 
поверхности [11]. Оптимальный выбор защитных 
сред является ключевым моментом для повыше-
ния выживаемости микроорганизмов при лиофили-
зации. Наряду с этим, важным фактором влияния 
на сохранность жизнеспособности и активности 
бактериальных клеток являются технологиче-
ские режимы процесса лиофильной сушки, в част-
ности, температура замораживания микроорга-
низмов перед сублимацией. Причем результаты 
исследований показали необходимость индиви-
дуального подбора режимов замораживания для 
культур различных видов и даже штаммов [8, 12]. 

Коллекция микроорганизмов ВНИИМС включает 
многие виды промышленно значимых видов молоч-
нокислых бактерий, необходимых для производ-
ства заквасок для ферментированных молочных 
и других пищевых продуктов. Поэтому подбор крио-
протекторов и режимов замораживания для всех 
хранящихся в коллекции видов молочнокислых 
микроорганизмов является актуальной задачей.

Лактобактерии играют важную роль в процессах 
изготовления пищи, в том числе кисломолочных 
продуктов, сыров, квашеных овощей, обеспечивая 
формирование их органолептических показате-
лей и увеличение сроков хранения. Главной харак-
теристикой этих микроорганизмов является их 
кислотообразующая активность, поскольку про-
дуцируемая ими молочная кислота является есте-
ственным консервантом, тормозит рост вредных 
микроорганизмов и продлевает сроки годности про-
дукции [13]. Кроме осуществления процесса фер-
ментации молочнокислые бактерии выполняют 
функцию пробиотиков, способствуя улучшению 
пищеварения, поддержанию иммунитета и предот-
вращению желудочно-кишечных расстройств [14].



М о л о чн а я пр о мыш ле нн о с т ь №  5 ,  2 0 2 6

37

Одним из технологически значимых видов молочно-
кислых бактерий является Lactobacillus helveticus – 
термофильная гомоферментативная молочнокислая 
палочка, которая традиционно используется в произ-
водстве швейцарских и итальянских выдержанных 
сыров, отечественных сортов сыра с высокой темпе-
ратурой второго нагревания, а также кисломолочных 
напитков. L. helveticus обладает способностью умень-
шать горечь и придавать сыру характерный вкусовой 
букет, что делает эту бактерию важным компонентом 
заквасок для молочной промышленности [15]. При фер-
ментации молока культурами L. helveticus в результате 
протеолиза образуются биоактивные пептиды [16],  
являющиеся сигнальными молекулами, которые 
в организме человека регулируют обмен веществ, 
ускоряют усвоение микроэлементов, укрепляют 
иммунитет, поддерживают здоровье сердечно-сосу-
дистой системы и стимулируют регенерацию клеток.

Известно, что молочнокислые бактерии используют 
свою сложную протеолитическую систему для полу-
чения всех необходимых свободных аминокислот, 
требуемых для их роста в молоке. L. helveticus имеет 
сложную трофическую потребность в свободных ами-
нокислотах. Поэтому при культивировании в молоке 
он использует свою мощную протеолитическую 
систему для продуцирования коротких пептидов и 
свободных аминокислот из белковой матрицы [17].  
Именно поэтому эта лактобацилла отличается более 
высокой протеолитической активностью по срав-
нению с другими молочнокислыми бактериями. 

Метаболиты молочнокислых и пробиотических бактерий 
представляют собой сложную смесь, содержащую угле-
воды, ферменты, белки, пептиды, аминокислоты, низко-
молекулярные органические кислоты, витамины и другие 
соединения. Органические кислоты относят к основным 
ингибиторам роста многих микроорганизмов за счет раз-
рушения клеточной мембраны. Выявленная бифидоген-
ная и антимикробная активность комплекса метаболи-
тов L. helveticus с определенным профилем органических 
кислот свидетельствует о ценности этих культур  
для разработки пищевых добавок с потенциаль-
ными пробиотическими свойствами [18].

Целью работы являлось установление режи-
мов предварительного замораживания и крио-
протекторов, обеспечивающих максимально 
возможные выживаемость и сохранность мета-
болической активности термофильных молочно-
кислых палочек вида Lactobacillus helveticus в про-
цессе лиофилизации и последующего хранения. 

Объекты и методы исследования 
Объектами исследования были штаммы из кол-
лекции микроорганизмов ВНИИМС Lactobacillus 
helveticus 158-16 и 305-10 как представительные 
термофильные микроорганизмы рода Lactobacillus, 
обладающие ценными технологическими свойства-
ми и входящие в состав бактериальных заквасок для 
сыров с высокими и промежуточными температура-
ми второго нагревания. В качестве криопротекторов 
применяли сахарозу (МСД Кемикал, г. Москва)  
и трегалозу (Gold AS, Китай).

Для культивирования лактобацилл использовали 
10 % восстановленное стерильное обезжиренное 
молоко, приготовленное из сухого обезжиренного 
молока (АО «Учебно-опытный молочный завод»,  
г. Вологда). Температура инкубации составляла  
40 ± 1 °C. Перед лиофилизацией в стерильные фла-
коны вносили 16-часовые культуры в количестве  
1 см3 (контрольный вариант), в опытных вариантах 
с криопротекторами во флаконы вносили 0,8 см3 
культуры и 0,2 см3 раствора криопротектора концен-
трацией 20 % из расчета получения 4 % концентра-
ции в лиофилизируемой культуре. Предварительное 
замораживание осуществляли в течение 16 часов 
при трех температурных режимах: минус 20 ± 1 °C, 
минус 30 ± 1 °C, минус 55 ± 1 °C в низкотемператур-
ном морозильном шкафу ILKA SGS 300/1000 (Veb 
Elektro-anlagenbau, Германия). Сушку культур прово-
дили на лиофильной сушилке серии Scientz-10N/10ND 
в исполнении Top-Press (Scientz Bio-technolgy CO, 
Китай) с температурой конденсатора до минус 55 °С 
и предельным остаточным давлением 10 Па в тече-
ние 6,0 ± 0,5 ч и с продолжительностью досушива-
ния в течение 3,0 ± 0,5 ч при температуре 25 ± 1 °C. 

Количество жизнеспособных клеток перед лиофили-
зацией и после нее определяли на среде MRS  
по ГОСТ 33951-2016 с культивированием анаэробно в 
анаэростате Small (производство Schuett, Германия) 
при температуре 40 ± 1 °C в течение 72 ч.  
Выживаемость культур выражали в виде доли 
количества жизнеспособных клеток в фиксиро-
ванном объеме во флаконе после лиофилиза-
ции и хранения в процентах относительно исход-
ного количества клеток до лиофилизации.

Реактивацию лиофилизированных культур осу-
ществляли ресуспендированием в 10 см3 10 % сте-
рильного обезжиренного молока с последующим 
культивированием при температуре 40 ± 1 °C до 
сквашивания. Метаболическую активность оце-
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нивали после двухкратных перевивок реактиви-
рованной культуры по снижению активной кис-
лотности молока при культивировании в течение 
6 ч при температуре 40 ± 1 °C. Активную кислот-
ность молока определяли по ГОСТ 32892-2014 
на рН-метре STARTER 2100 с пределом абсолют-
ной погрешности ± 0,01 ед. рН (OHAUS, Китай). 

Эксперименты проводили в трехкратной 
повторности, статистический анализ получен-
ных результатов и построение графиков про-
водили с использованием программы Microsoft 
Office Excel 2019 при уровне значимости < 0,05. 

Результаты и их обсуждение 
Результаты изучения влияния режимов предвари-
тельного замораживания и добавления криопро-
текторов на выживаемость штаммов Lactobacillus 
helveticus при лиофилизации представлены в 
таблице. Использованный в работе режим лио-
филизации обеспечил получение массовой доли 
влаги в сухих культурах на уровне от 4,4 до 4,6 %. 
При этом не было установлено достоверных раз-
личий (при уровне достоверности p < 0,05) в мас-
совой доле влаги после лиофилизации между 
штаммами, а также между использованными 
криопротекторами и режимами замораживания.

Полученные данные продемонстрировали различное 
влияние температуры замораживания перед лиофи-
лизацией на выживаемость исследованных штам-
мов L. helveticus при уровне достоверности p < 0,001.  
Самая низкая выживаемость без криопротекции 
наблюдалась при температуре замораживания 
минус 55 °C  и составила 12,5 % у штамма  
L. helveticus 158-16 и 15,8 % у штамма L. helveticus 305-10.  
Для обоих штаммов оптимальной является тем-
пература замораживания минус 20 °C. Более низ-
кие температуры неприемлемы, т. к. при высо-
кой скорости замораживания при температуре 
минус 55 °C происходит быстрая кристаллиза-
ция воды, которая приводит не только к поврежде-
ниям цитоплазматической мембраны бактериаль-
ных клеток, но и резкому осмотическому шоку.

В исследовании Г. В. Семенова с соавторами [19] уста-
новлено, что при лиофильной сушке йогурта и про-
стокваши высокая выживаемость молочнокислых 
бактерий достигается при повышении температуры 
замораживания с минус 40 до минус 25 °C.  
Сравнение полученных нами результатов наиболее 

сопоставимо именно с этими данными, поскольку 
условия лиофилизации йогурта, в котором микроор-
ганизмы подвергаются сушке в сквашенном молоке, 
такие же, как в условиях данного эксперимента.  
В большинстве других исследований выживаемость 
микроорганизмов определялась после отделения 
клеток от культуральной среды и смешивания  
с криопротекторами. К примеру, G.-Q. Wang  
c соавторами [20] выявили при лиофилизации  
бактериальной массы трех штаммов молочно- 
кислых палочек L. plantarum максимальную  
выживаемость у двух штаммов при использо- 
вании температуры замораживания минус 60 °C,  
а один штамм имел практически одинаковую выжи-
ваемость при температуре минус 20, 30 и 60 °C. 

При проведении данного исследования отмечено, 
что при любых режимах замораживания и криопро-
текции выживаемость исследованных штаммов 
L. helveticus была довольно низкой: максимальная 
выживаемость при температуре минус 20 °C  
не превышала 32,3 % у штамма 158-16 при добавле-
нии сахарозы и 27,7 % у штамма 305-10 при добав-
лении трегалозы. Без добавления криопротекторов 
выживаемость штаммов составила от 12,5  
до 20,1 %. Это свидетельствует о низкой устойчивости 
данных штаммов L. helveticus к лиофильной сушке. 

Выявлена достоверная связь между штаммом и 
видом использованного криопротектора (p < 0,01). 
Для штамма L. helveticus 158-16 максимальная 
выживаемость установлена при внесении саха-
розы 32,3 ± 1,8 %, что статистически значимо выше 

Таблица. Влияние температуры замораживания  
и криопротекторов на выживаемость штаммов Lactobacillus 
helveticus 

Температура 
замораживания, 
°C

Криопротектор Выживаемость культур,  
% от исходного количества 
жизнеспособных клеток 

Штамм  
158-16

Штамм 
305-10

Минус 55 ± 1 Контроль 12,5 ± 0,9 15,8 ± 0,3

Сахароза 13,1 ± 1,1 18,1 ± 0,8

Трегалоза 10,7 ± 0,8 16,7 ± 1,0

Минус 30 ± 1 Контроль 13,1 ± 1,2 20,1 ± 1,8

Сахароза 12,3 ± 1,2 24,9 ± 2,4

Трегалоза 14,6 ± 1,1 20,6 ± 0,8

Минус 20 ± 1 Контроль 28,3 ± 1,3 21,2 ± 0,8

Сахароза 32,3 ± 1,8 26,5 ± 0,9

Трегалоза 14,9 ± 1,5 27,7 ± 1,9
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выживаемости в контрольном варианте без крио-
протекции (p < 0,05). У штамма L. helveticus 305-10 
криопротекция с обоими дисахаридами обеспе-
чила достоверное увеличение сохранности бак-
териальных клеток по сравнению с контролем 
(p < 0,01), при этом достоверных различий между 
видами использованных криопротекторов (саха-
розой и трегалозой) не обнаружено (p > 0,05). 

Наименьшая выживаемость (на уровне 14,9 %) 
наблюдалась с трегалозой при лиофилизации 
штамма L. helveticus 158-16, что достоверно ниже, 
чем во всех других вариантах эксперимента, за 
исключением варианта замораживания при тем-
пературе минус 55 °C в отсутствии криозащиты. 
Полученные результаты согласуются с данными 
Z. Cheng et al. [8], показавшими практически пол-
ное отсутствие криозащиты штамма молочнокис-
лых палочек L. fermentum при добавлении трега-
лозы, выживаемость которого составила 7 %. 

Для сохранения фондов биоресурсных коллекций 
важное значение имеет выживаемость лиофилизи-
рованных культур в процессе длительного хранения. 
Результаты изучения влияния температурных усло-
вий замораживания перед лиофилизацией и крио-
протекции на вымирание клеток штаммов  
L. helveticus 158-16 и 305-10, представленные на рисун-
ках 1 и 2, выявили существенное снижение гибели 
под влиянием криопротекторов при всех исследо-
ванных температурах замораживания. Сахароза  
и трегалоза снижали гибель клеток в 3–11 раз по 
сравнению с контролем без применения криопротек-
ции. Это статистически значимое и важное преиму-
щество использования криопротекторов для обеспе-
чения длительной сохранности культур в коллекциях. 
Очевидно, что и при хранении бактериальных заква-
сок и пробиотиков использование криопротекто-
ров будет оказывать положительный эффект.

Наименьшая гибель клеток при замораживании  
L. helveticus 158-16 наблюдалась в присутствии саха-
розы при температуре минус 20 °C и при добавлении 
трегалозы при температуре минус 30 °C. Высокий 
уровень защиты клеток при хранении у штамма  
L. helveticus 305-10 был практически одинаковым  
при температуре замораживания минус 20 °C  
и минус 30 °C как при использовании саха-
розы, так и трегалозы (p = 0,58 > 0,05).

Наблюдается штаммовая специфичность в реакции 
на лиофильную сушку, проявляющуюся не только в 

процессе собственно лиофилизации, но и в хранении. 
Штамм L. helveticus 305-10 проявил большую чувстви-
тельность, особенно в вариантах без криозащиты: 
гибель клеток в контроле при хранении в течение  
12 месяцев достигла 0,89 log, а у L. helveticus 158-16  
гибель составила 0,6 log. Минимальная потеря жиз-
неспособных клеток обоими штаммами выявлена 
не при самой низкой температуре замораживания 
минус 55°C, а при температуре минус 30 °C  
(0,74 log у штамма 305-10 и 0,56 log у штамма 158-16).

Следует отметить, что нет однозначного лидера 
среди использованных криопротекторов, их эффек-
тивность зависит от штамма и температуры. Но 
температура замораживания менее значима, чем 
добавление защитных веществ. Это позволяет сде-
лать вывод об отсутствии целесообразности прово-
дить предварительное замораживание перед сушкой 
изученных штаммов при температуре минус 55 °C,  
поскольку замораживание при температуре  
минус 20 °C или минус 30 °C обеспечивает наиболь-
шую выживаемость микроорганизмов как в про-

Рисунок 1. Влияние криопротекторов на гибель Lactobacillus 
helveticus 158-16 через 12 мес. хранения 

Рисунок 2. Влияние криопротекторов на гибель Lactobacillus 
helveticus 305-10 через 12 мес. хранения

0,41

0,16 0,15

0,56

0,11 0,09

0,60

0,08

0,17

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

Контроль Сахароза Трегалоза

Ги
бе

ль
 к

ле
то

к,
 L

g 
КО

Е

Вид криопротектора

Минус 55 ᵒC       Минус 30 ᵒC Минус 20 ᵒC

0,81

0,21
0,09

0,74

0,15 0,12

0,89

0,17 0,14

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

Контроль Сахароза Трегалоза

Ги
бе

ль
 к

ле
то

к,
 L

g 
КО

Е

Вид криопротектора

Минус 55 ᵒC       Минус 30 ᵒC       Минус 20 ᵒC



40

цессе лиофилизации, так и при хранении. Кроме 
того, при этой температуре предварительного 
замораживания гибель клеток при хранении была 
практически одинаковой с обоими криопротекто-
рами – с сахарозой 0,17 log, с трегалозой 0,14 log. 

Полученные данные согласуются со сложив-
шемся мнением о том, что подбор криопротек-
торов для лиофилизации микроорганизмов до 
настоящего времени остается эмпирическим и 
требует индивидуального подбора режимов замо-
раживания и вида криозащитных веществ с уче-
том индивидуальной видовой и даже штаммо-
вой специфичности [4, 8, 10, 11]. При этом должны 
также учитываться и технические характери-
стики используемых лиофильных установок. 

При изучении метаболической активности лиофи-
лизированных при разных режимах заморажива-
ния и криопротекции штаммов L. helveticus достовер-
ных различий между исследованными вариантами 
замораживания и добавления криопротекторов 
не установлено (р > 0,05). Это может быть обуслов-
лено тем, что в процессе лиофилизации у выжив-
ших клеток не возникло значимых нарушений актив-
ности основных ферментов (лактатдегидрогеназы, 
пируваткиназы и АТФазы) и двухкратный пассаж 
после реактивации привел к полному восстановле-
нию активности штаммов при развитии в молоке.

На основании полученных результатов для практи-
ческой реализации стратегии повышения сохран-

ности коллекционных культур изученных штаммов 
L. helveticus рекомендовано проводить их лио-
фильную сушку при температуре замораживания 
минус 20 °C с добавлением сахарозы. Этот режим 
обеспечит меньшую энергозатратность и боль-
шую экономичность процесса, поскольку сахароза 
является более дешевым ингредиентом по сравне-
нию с трегалозой. Представляется целесообраз-
ным валидация данных условий лиофилизации 
на других коллекционных штаммах L. helveticus.

Выводы 
Результаты проведенных исследований выявили 
значимые отличия в реакции штаммов Lactobacillus 
helveticus 158-16 и 305-10 на лиофилизацию при раз-
личных режимах предварительного замораживания 
и виды криопротекторов. Наиболее низкая выжи-
ваемость наблюдалась при температуре заморажи-
вания минус 55 °C без криопротекции и с добавле-
нием криопротекторов. Подтверждено увеличение 
выживаемости культур L. helveticus при использо-
вании для криопротекции сахарозы и трегалозы.

Установлена зависимость между выживаемостью штам- 
мов и видом использованного криопротектора. Мак-
симальная выживаемость штамма L. helveticus 158-16  
в процессе лиофилизации (32,3 %) выявлена в усло-
виях предварительного замораживания при темпе-
ратуре минус 20 °C с использованием сахарозы,  
наименьшая выживаемость (около 15 %) наблю- 
далась с трегалозой. Выживаемость штамма  
L. helveticus 305-10 была практически одинаковой при 
использовании сахарозы (26,6 %) и трегалозы (27,7 %). 

Гибель клеток в процессе хранения лиофили-
зированных штаммов L. helveticus без криоза-
щиты была максимальной при всех температур-
ных режимах. Выявлено положительное влияние 
на сохранность жизнеспособных клеток при 
использовании для криозащиты сахарозы и тре-
галозы, гибель клеток снизилась в 3–11 раз по 
сравнению с вариантом без криопротекции. 

Для увеличения выживаемости изученных штам-
мов L. helveticus в процессе лиофилизации и хра-
нения предложен режим лиофильной сушки при 
температуре предварительного заморажива-
ния минус 20 °C с добавлением сахарозы.  
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original article

Lyophilization is a common drying method. It preserves microorganisms in bioresource collections, producing stable dry starter cultures and probiotics  
with a long shelf life. However, lyophilization always damages bacterial cells, killing a certain share of the population. Cryoprotectants and freezing can  
protect cells from damage and increase their survival rate. This article investigates the most effective pre-freezing conditions and cryoprotectants that  
provide the highest survival rates while retaining the metabolic activity of the thermophilic lactic acid bacterium Lactobacillus helveticus during freeze- 
drying and subsequent storage. The research featured three pre-freezing temperatures (–20, –30, and –55°C) and two types of cryoprotectants (sucrose  
and trehalose at a 4% concentration). The lowest survival rates resulted from a pre-freezing temperature of –55°C, both with and without cryoprotectants.  
The highest survival rate of L. helveticus strain 158-16 during freeze-drying (32–33%) occurred after pre-freezing at –20°C with sucrose. The lowest  
survival rate (15%) belonged to the sample with trehalose. The survival rates for L. helveticus strain 305-10 were virtually identical for the samples with  
sucrose (26.6%) and trehalose (27.7%). Sucrose and trehalose as cryoprotectants reduced bacterial cell loss during 12 months of storage by a factor  
of 3 to 11 compared to the control without cryoprotection. Overall, the freeze-drying protocol with pre-freezing at –20°C with 
sucrose was able to increase the survival rate of the L. helveticus strains during freeze-drying and storage.
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