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Ліофілізація мікроорганізмів передбачає етапи 
заморожування та висушування [4], які є екстре-
мальними чинниками та викликають різні ушкод-
ження клітин. Досліджувалися такі фізико-хімічні 
характеристики клітин, як швидкість та глибина 
заморожування біомаси, формування та локалізація 
кристалів льоду, концентрування розчинених речо-
вин, фазові переходи ліпідів у мембранах тощо [5]. 
Виживання мікробних клітин у даних екстремаль-
них умовах потребує затрат енергії, яка за відсут-
ності позаклітинних поживних речовин генеруєть-
ся за рахунок власних ресурсів клітини. При цьому 
важливу роль відіграє вихідний стан структурних 
компонентів мембран, а також функціональний ста-
тус клітини в цілому [1]. Не менш значущою є при-
рода структурних ушкоджень мікробних клітин та їх 
загальний статус [6].

Однією з основних фундаментальних задач су-
часних біотехнологій залишається дослідження 
впливу екстремальних низьких температур на пере-
будову метаболізму та фізіологічні реакції клітин, 
від стану яких залежить життєздатність штамів мі-
кроорганізмів, які можуть бути використані для ви-
робництва імунобіологічних засобів та діагностич-
них тест-систем за умов їх тривалого зберігання.

Метою роботи було вивчення впливу ліофіліза-
ції та регідратації на деякі фізіологічні показники 
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Lyophilization of microorganisms foresees their 
freezing and drying [6], being the extreme factors and 
able to cause various damages to cells. Here, we have 
studied the physical and chemical characteristics of 
cells such as: the rate and depth of biomass freezing, 
formation and localization of ice crystals, concentration 
of dissolved substances, lipid phase transitions in 
membranes, etc. [2]. The survival of microbial cells 
under these extreme conditions needs the energy 
consumption, generated at the expense of own resources 
of a cell if no extracellular nutrients are present. In 
this case, both an initial state of membrane structural 
components and the functional status of cell as a whole 
are of a great importance [1]. The nature of structural 
damages to microbial cells and their general status are 
equally signifi cant [4].

One of the main fundamental tasks in current 
biotechnologies is to study the eff ect of extreme 
low temperatures on metabolic rearrangements and 
physiological responses of cells, the state of which 
determines the viability of microbial strains, that can be 
used to manufacture the immune biological agents and 
diagnostic test systems under their long-term storage. 

The purpose of this study was to investigate the 
impact of lyophilization and rehydration on some 
physiological indices of functional activity of Sal-
monella spp. cells: Salmonella enterica subsp. enterica 
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функціональної активності клітин Salmonella spp.: 
Salmonella dublin (штам 12), Salmonella typhimurium 
(штам 16), Salmonella enteritidis (штам 34). Біомасу 
нативних (контроль) та після ліофілізації/регідра-
тації клітин мікроорганізмів із дотриманням умов 
асептики накопичували на м’ясо-пептонному бульй-
оні (МПБ) з 1% глюкози, рН7,4. У кожній серії до-
сліджень концентрація мікробних клітин у біомасі 
становила (10,0 ± 0,5) × 109 колонієутворюючих 
одиниць ((КУО)/мл)).

Ліофільне висушування біомаси клітин про-
каріотів проводили з додаванням аліквоти стериль-
ного захисного середовища Файбича (1:1), яке міс-
тило 10% сахарози та 1% желатину, на ліофіль-
ній установці «ALPHA 1-4 LD-2» (MartinChrist, 
Німеччина) згідно з чинними вимогами (ДСТУ ISO 
13408–3:2006. Асептична обробка виробів, призна-
чених для охорони здоров’я. Ліофілізація). Препа-
рати ліофілізатів бактеріальних клітин зберігали за 
температури –20°C протягом 24 годин. Повторного 
заморожування препаратів не допускали. Регідра-
тацію біомаси бактеріальних клітин проводили 
шляхом додавання до ліофілізатів МПБ з вмістом 
5% печінкової води, 2% середовища 199, 1% глю-
кози та культивували за температури (37,0 ± 0,5)°С 
із подальшим пересіванням на відповідне агаризо-
ване середовище. Біологічні характеристики куль-
тур Salmonella spp. контролювали за відновленням 
дихальної активності ізольованих бактеріальних 
клітин та Н+-АТР-азної активності у сумарних мем-
бранних фракціях клітин [2, 3].

Препарати сумарних мембранних фракцій (СМФ) 
клітин сальмонел одержували за схемою: ресуспен-
дування клітин у середовищі виділення (0,25 М саха-
рози, 25 мМ Трис–HCl, 2 мМ ЕДТА, рН 7,4), оброб-
лення ультразвуком за допомогою ультразвукового 
диспергатора УЗДН–1 (Spectrometer 65, Україна), 
22 кГц, сила анодного струму 0,4–0,7 А, резонансні 
умови), диференційне центрифугування при 10 000g, 
збирання осаду, ресуспендування у середовищі 
(10 мМ Трис–HCl, 4 мМ MgCl

2
, 1 мМ дитіотрейто-

лу, рН 7,4). Препарати СМФ аналізували за вмістом 
білка при зберіганні за температури –20ºС через 
24 години. Стандартним білком для побудови 
калібрувальної кривої був бичачий сироватковий 
альбумін.

Стан фізіологічних показників клітин прокаріотів 
до (контроль) та одразу після ліофілізації/регідра-
тації оцінювали за такими показниками: інтен-
сивністю росту культур Salmonella spp. у динаміці 
25 годин, яку виражали у вигляді кінетичних кри-
вих; інтенсивністю ендогенного дихання — визна-
чення інтенсивності питомої дихальної активності 
(питома ДА) в ізольованих клітинах та питомої 
Н+-АТР-азної активності — у СМФ клітин [2, 3].

serotype Dublin (S. dublin) (strain 12), Salmonella 
enterica subsp. enterica serotype Typhimurium (S. ty-
phimurium) (strain 16), Salmonella enterica subsp. 
enterica serotype Enteritidis (S. enteritidis) (strain 34). 
The biomass of native (control) microbial cells and 
those after lyophilization and rehydration was ac-
cumulated under aseptic conditions in meat-peptone 
broth (MPB) with 1% glucose, pH 7.4. In each ex-
perimental series, the concentration of microbial cells 
in biomass was (10.0 ± 0.5) × 109 colony-forming units 
((CFUs)/ml)). 

Prokaryotic cell biomass was lyophilized with 
adding an aliquot of Faibich sterile protective medium 
(1:1), containing 10% sucrose and 1% gelatin, using 
the ‘ALPHA 1-4 LD-2’ freeze-drier (MartinChrist, 
Germany) according to the current requirements (DSTU 
ISO 13408–3:2006. Aseptic processing of products 
intended for health care. Lyophilization). Specimens 
of bacterial cell lyophilisates were stored at –20°C 
for 24 hrs. Repeated freezing of the specimens was 
not allowed. Bacterial cell biomass was rehydrated 
by supplementing lyophilisates with MPB, containing 
5% liver broth, 2% medium 199, 1% glucose and 
cultured at (37.0 ± 0.5)°C with further inoculation 
to the appropriate agar medium. Biological charac-
teristics of Salmonella spp. cultures were monitored 
by restored respiratory activity of isolated bacterial 
cells and H+-ATPase activity in total membrane frac-
tions of cells [3, 5].

Specimens of total membrane fractions (TMFs) 
of Salmonella cells were procured according to the 
following scheme: cell resuspension in the isolation 
medium (0.25 M sucrose, 25 mM Tris–HCl, 2 mM 
EDTA, pH 7.4), ultrasonic treatment with an ultra-
sonic disperser UZDN-1 ((Spectrometer 65, Ukraine), 
22 kHz, 0.4–0.7 A anode current strength, resonant con-
ditions), diff erential centrifugation at 10,000g, pellet 
collection, resuspension in the medium (10 mM Tris-
HCl, 4 mM MgCl

2
, 1 mM dithiothreitol, pH 7.4). The 

TMFs samples were analysed for protein content when 
stored at –20ºС in 24 hrs. For plotting a calibration 
curve, the bovine serum albumin was used as the 
standard protein.

State of physiological indices of prokaryotic cells 
prior to (control) and immediately after lyophiliza-
tion and rehydration was evaluated by the following 
indices: the growth intensity of Salmonella spp. cul-
ture in dynamics within 25 hrs, expressed as kinetic 
curves; the intensity of endogenous respiration, i. e. 
detection of specifi c respiratory activity (specifi c RA) 
intensity in isolated cells and the specifi c H+-ATPase 
activity in TMFs cells [3, 5].

The results were statistically processed using 
the 'Excel 2003' software (Microsoft, USA) using 
the Student's t-test (p < 0.05). In order to obtain 
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Статистичний аналіз результатів проводили за 
допомогою програми «Excel 2003» (Microsoft, США) 
з використанням t-критерію Стьюдента (р < 0,05). 
Для одержання статистично значущих результатів 
під час виконання досліджень на ізольованих СМФ 
клітин зазначені параметри визначали у 5-кратній 
повторності з трьома паралельними пробами зраз-
ків.

За результатами дослідження встановлено, що 
кінетичні криві росту культур дослідних штамів 
Salmonella spp. до (контроль) та після ліофілізації/
регідратації у динаміці 25 годин культивування за 
характером кривизни є подібними та класичними 
для швидкорослих мікроорганізмів.

Тривалість лог-фази росту Salmonella spp. як 
до (контроль), так й після ліофілізації/регідратації, 
дорівнювала у середньому 1,5–2,0 години. Посту-
пове накопичення біомаси та максимальну кількість 
утворення клітин усіх дослідних штамів реєстру-
вали включно до 25-ї години культивування, що 
відповідає за прийнятою класифікацією фаз роз-
витку бактеріальних популяцій фазі експоненціаль-
ного росту (лог-фаза). При цьому для періодичних 
культур нативних клітин усіх штамів Salmonella spp. 
лог-фаза тривала з 3-ї по 7-му годину відповід-
но.

Для регідратованих клітин дослідних штамів Sal-
monella spp. лог-фаза тривала довше за часом — 
з 6-ї по 8-му годину, у подальшому динаміка ро-
сту культур була подібною для усіх штамів. Цей 
факт свідчить про рівновагу між кількістю утворе-
них та кількістю померлих бактерій, що притаман-
но стаціонарній фазі росту. При цьому кількість 
накопичення біомаси нативних клітин (контроль) 
перевищувала таку після ліофілізації/регідратації: 
максимальна кількість їх утворення досягала че-
рез 25 годин культивування у середньому (10,2 ± 
± 0,3) × 109 КУО/мл, а після регідратації — (6,3 ± 
± 0,2) × 109 КУО/мл. Таким чином, зберігання культур 
Salmonella spp. у ліофілізованому стані призво-
дить до зниження інтенсивності приросту біомаси 
усіх дослідних штамів після регідратації. Внас-
лідок зберігання бактеріальної біомаси у більшості 
ліофілізованих штамів зареєстровано пригнічення 
питомої ДА порівняно з контрольним рівнем (до 
ліофілізації/регідратації) (табл. 1).

Отже, значуще зниження рівня питомої ДА у ре-
гідратованих клітин S. enteritidis 34 і S. typhimurium 16 
складало 33,6 і 232,0% (р < 0,05) відповідно. Визна-
чено, що для регідратованих клітин S. dublin 12 
рівень ендогенної ДА статистично не змінювався та 
наближався до контрольного. Після додавання ди-
хального субстрату до середовища інкубації в кін-
цевій концентрації 1% за об’ємом встановлено, що 
рівень питомої ДА значно підвищився у регідрато-

the signifi cant results during studies in the isolated 
TMFs cells, the specifi ed parameters were deter-
mined in 5-fold replication with three parallel samp-
lings. 

Based on these fi ndings, the kinetic growth curves 
of the studied Salmonella spp. strain cultures prior 
to (control) and after lyophilization/rehydration in 
dynamics of a 25-hour culture were established to be 
similar and typical for fast-growing microorganisms 
by the nature of curvature. 

Duration of log-phase growth for Salmonella 
spp. both before (control) and after lyophilization/
rehydration was 1.5–2.0 hrs. Gradual accumulation of 
biomass and the maximum number of cell formation 
of all the studied strains were recorded up to the 25th hour 
of culture, which corresponded to the phase of expo-
nential growth (log phase) according to the accepted 
grading of growth phases of bacterial populations. 
Herewith, for the native cell batch cultures of all 
Salmonella spp. strains, the log phase lasted from the 
3rd to 7th hour, respectively. 

For rehydrated cells of the studied Salmonella spp. 
strains, the log phase lasted longer in time: from the 
6th to 8th hour; the dynamics of culture growth was 
similar for all the strains. This fact testifi ed to a balance 
between the number of formed and dead bacteria, 
inherent in the stationary phase of bacterial growth. 
Herewith, in terms of biomass accumulation, the native 
cells (control) exceeded those after lyophilization/re-
hydration, i. e. the maximum amount of their forma-
tion reached on average (10.2 ± 0.3) × 109 CFUs/ml 
after 25-hour culture, and it did (6.3 ± 0.2) × 109 CFUs/
ml after rehydration. Thus, the storage of Salmonella 
spp. cultures in a lyophilized state resulted in a 
decreased intensity of their biomass growth for all 
studied strains after rehydration. Most lyophilized 
strains showed the inhibition of specifi c RA if com-
pared with the control level (prior to lyophilization/
rehydration) due to bacterial biomass storage (Table 1).

Thus, a signifi cant decrease in specifi c RA level 
in rehydrated cells of S. enteritidis 34 and S. typhimu-
rium 16 was 33.6 and 232.0% (p < 0.05), respec-
tively. It was determined that for rehydrated S. dublin 
12 cells, the level of endogenous RA remained sig-
nifi cantly unchanged and approached the control 
one. After supplementing the incubation medium 
with respiratory substrate in a fi nal concentration of 
1% by volume, the level of specifi c RA was found 
to be signifi cantly increased in rehydrated bacterial 
cells of all studied strains. For rehydrated cells of 
the studied Salmonella spp. strains there was recor-
ded an enhancement of respiration intensity by 2.2–
2.7 times on average (p < 0.05) relative to the cell 
index of these strains without glucose supplement. 
The established fact testifi ed to the dependence of 
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ваних клітин бактерій усіх дослідних штамів. Для 
регідратованих клітин дослідних штамів Salmonel-
la spp. реєстрували посилення інтенсивності дихан-
ня у середньому в 2,2–2,7 раза (р < 0,05) відносно 
показника клітин цих штамів без додавання глю-
кози. Встановлений факт свідчить про залежність 
дихальної активності клітин від типу субстрату 
та технологічну можливість її коригування.

Значення активності мембранної Н+-АТР-ази 
клітин дослідних штамів Salmonella spp. після ліо-
філізації/регідратації значуще зростали відносно 
її контрольного рівня. Виявляється, що підвищен-
ня ензиматичної активності клітин S. enteritidis 34; 
S. dublin 12 і S. typhimurium 16 складає у серед-
ньому 236,2; 194,1 і 284,0% (p < 0,05) відповідно 
(табл. 2).

Можна зазначити, що різниця трансмембранно-
го потенціалу на мембранах регідратованих клітин 
Salmonella spp. усіх дослідних штамів у процесі від-
творення їхньої життєздатності забезпечується лише 
ензиматичною системою Н+-АТР-ази, яка знаходить-
ся у більш активному функціональному стані, ніж у 
нативних клітин таких штамів. При цьому кінетика 
цих клітин є основним молекулярним механізмом 
генерації зростання.

Отже, за результатами визначення фізіологіч-
них показників репродуктивної та енергоперетво-
рювальної систем (за інтенсивністю приросту біо-
маси клітин, індукцією мембранної Н+-АТР-ази 
та достатнім рівнем ендогенної ДА) встановлено, 
що клітини S. dublin 12 можуть потенційно прояв-
ляти кріорезистентність за умов ліофілізації/регід-

cell respiratory activity on the substrate type and 
technological possibility of its adjustment. 

The membrane H+-ATP-ase activity of the studied 
Salmonella spp. strain cells after lyophilization/
rehydration was signifi cantly increased relative to 
its control level. A raise in enzymatic activity of 
S. enteritidis 34; S. dublin 12 and S. typhimurium 16 
cells was found to average 236.2; 194.1 and 284.0% 
(p < 0.05), respectively (Table 2).

We can note that the diff erence in transmembrane 
potential on the rehydrated cell membranes in all the 
studied Salmonella spp. strains during reproducing 
their viability is provided by the H+-ATP-ase enzy-
matic system only, which functional state is more active 
than in native cells of these strains. At the same time, 
their kinetics is the main molecular mechanism for 
growth generation 

So, proceeding from the results of detecting phy-
siological indices of reproductive and energy-trans-
forming systems (the intensity of cell biomass 
growth, membrane H+-ATP-ase induction and suf-
fi cient level of endogenous RA), the S. dublin 12 cells 
were established as potentially capable to show the cryo-
resistance under lyophilization/rehydration. It is ob-
vious, that the generators of transmembrane potential 
of S. dublin cells of this strain are in a more active 
functional state than others, since ATPase kinetics is 
the main molecular mechanism for the formation of its 
value generation. We can assume that during lyophili-
zation and rehydration, the structural and functional 
damages to S. dublin strain cells will be less signifi cant 
as compared with other cells of this species.

Примітка: Різниця значуща відносно показника контролю (*) та клітин без додавання дихального субстрату (#), 
р < 0,05.

Note: Diff erence is signifi cant relative to the control (*) and the cells free of respiratory substrate supplement (#), р < 0.05.

Таблиця 1. Питома дихальна активність клітин дослідних штамів Salmonella spp. у стаціонарній фазі росту до 
(контроль) та після ліофілізації/регідратації (M ± m; n = 5)

Table 1. Specifi c respiratory activity of the studied Salmonella spp. cell strains in stationary phase 
of bacterial growth prior to (control) and after lyophilization/rehydration (M ± m; n = 5)

Дослідні штами Salmonella spp. 
Studied strains of Salmonella  spp. 

Питома ДА, мгО2/л·хв·мг 
Specific RA, mgO2/l∙min∙mg

Нативні клітини (контроль) 
Native cells (control)

Після ліофілізації/регідратації 
After lyophilization/rehydration 

без додавання дихального субстрату 
without supplemented respiratory 

substrate 

з додаванням дихального субстрату 
(глюкоза 1 %) 

with supplemented respiratory 
substrate (1% glucose) 

S. еnteritidis 34 2,260 ± 0,010 1,500 ± 0,010* 3,40 ± 0,09**

S. dublin 12 1,050 ± 0,003 0,920 ± 0,003 1,99 ± 0,03**

S. typhimurium 16 3,520 ± 0,040 1,060 ± 0,005* 2,83 ± 0,07**



162 проблеми  і 
problems of  and 

ратації. Очевидно, що генератори трансмембранно-
го потенціалу клітин S. dublin цього штаму знахо-
дяться в активнішому функціональному стані, ніж 
інші, оскільки кінетика АТР-ази є основним моле-
кулярним механізмом формування генерації його 
величини. Можна припустити, що під час ліофіліза-
ції та регідратації структурно-функціональні пош-
кодження клітин штаму S. dublin будуть менші 
порівняно з іншими клітинами цього виду.

Таким чином, визначена у клітин штамів S. ente-
ritidis 34 і S. typhimurium 16 стимуляція Н+-АТР-ази 
на тлі гальмування активності ендогенного дихання 
є доказом впливу ліофілізації/регідратації на стан 
основних структурних компонентів їхніх мембран 
(ліпідів і протеїнів) під час активного відновлен-
ня життєздатності. У даному випадку у мембра-
нах клітин цих штамів можна очікувати на значні 
структурно-функціональні перебудови, які будуть 
негативно впливати на їхній біологічний потенціал 
(проліферативна активність, вірулентність, імуно-
генність тощо).

Отримані результати свідчать про індивідуаль-
ний (у межах одного таксономічного виду мікро-
організмів) характер впливу процесів ліофілізації/
регідратації на функціональний стан клітин про-
каріотів. Визначені фізіолого-біохімічні реакції 
клітин прокаріотів дослідних штамів внаслідок 
ліофілізації та регідратації будуть знижувати пролі-
феративну активність цих мікроорганізмів, що 
підвищить собівартість технологій біологічного 
виробництва та спричинить значні економічні 
збитки. Дана проблема спонукає науковців до по-
шуку речовин, які є потенційними модуляторами 
фізіолого-біохімічних реакцій мікроорганізмів та 
можуть регулювати накопичення біомаси клітин 
промислових штамів.

Thus, the stimulation of H+-ATPase detected in 
S. enteritidis 34 and S. typhimurium 16 strain cells 
jointly with the activity inhibition of endogenous 
respiration evidences the lyophilization/rehydration 
impact on the state of main structural components of 
their membranes (lipids and proteins) during active 
recovery of viability. In this case, we may expect the 
signifi cant structural and functional rearrangements 
in cell membranes of these strains, which will negati-
vely aff ect their biological potential (proliferative 
activity, virulence, immunogenicity, etc.).

Our fi ndings testify to an individual (within one 
taxonomic species of microorganisms) character of 
the lyophilization/rehydration impact on functional 
state of prokaryotic cells. The identifi ed physiological 
and biochemical responses of prokaryotic cells of 
the studied strains resulted from lyophilization and 
rehydration will reduce the proliferative activity of 
these microorganisms, that may augment the cost of 
biological production technologies and cause signifi cant 
economic losses. This issue encourages the scientists to 
search for the substances being the potential modula-
tors of physiological and biochemical reactions of mic-
roorganisms and capable of regulating the biomass 
accumulation of industrial strain cells.

СМФ клітин прокаріотів дослідних штамів 
TMFs of prokaryotic cells of studied strains 

Питома активність Н+-АТР-ази, мкМольРі/хв мг білка 
Specific H+-ATPase activity, µMolPі/min mg of protein 

СМФ нативних клітин (контроль) 
TMFs of native cells (control)

СМФ клітин після ліофілізації/регідратації 
TMFs of cells after lyophilization/rehydration 

S. еnteritidis 34 2,32 ± 0,90 7,80 ± 0,12*

S. dublin 12 3,40 ± 0,05 10,00 ± 0,95*

S. typhimurium 16 2,50 ± 0,15 9,60 ± 0,40*

Таблиця 2. Питома Н+-АТР-азна активність мембранної фракції клітин дослідних штамів Salmonella spp. 
до (контроль) та після ліофілізації/регідратації (M ± m; n = 5)

Table 2. Specifi c H+-ATPase activity of membrane fraction of the studied Salmonella spp. strain cells prior to (control) 
and after lyophilization/rehydration (M ± m; n = 5)

Примітка: * — різниця значуща відносно нативних клітин, p < 0,05.

Note: * – diff erence is signifi cant relative to native cells, p < 0.05.
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