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Для промышленной консервации микроорга-
низмов, в т.ч. вакцины чумной живой, широко ис-
пользуется метод низкотемпературного замора-
живания с последующим лиофильным высушива-
нием [1–3].

Лиофилизация является методом высушива-
ния материалов, суть которого состоит в том, что 
влага из замороженного состояния (льда) пере-
ходит в газообразное состояние, минуя жидкую 
фазу. При замораживании вакцины происходит 
частичная гибель микробов в так называемом по-
роге выживания причем наиболее интенсивно – в 
интервале температур от –20 до –40 °С [4].  Гибели 
бактериальных клеток способствует повышение 
концентрации внутриклеточных солей при замо-
раживании, что влечет повреждение мембран и 
связанных с ними ферментов и ферментативных 
комплексов [5, 6]. Важнейшую роль в поддержа-
нии структуры биологических мембран, а особен-
но в обеспечении их барьерной функции, играет 
вода, как в свободном, так и в связанном состоя-

нии. Свободная вода играет основную роль в про-
текании биохимических процессов жизнедеятель-
ности микробной клетки [7]. Для препарата вак-
цины свободной водой является вся та жидкость, 
в которой взвешены микробные клетки – влага 
среды высушивания и небольшое количество кон-
денсационной влаги, попадающей в препарат при 
смыве с плотной среды. Что касается связанной 
воды, то помимо входящей в гидратную оболочку 
мембран, существует так называемая «связанная 
влага» [8]. В лиофилизации данный термин обо-
значает ту часть подвижной воды, которая проч-
но связана с липидами мембран, не замерзает при 
обычных условиях и плохо удаляется при высу-
шивании. Поэтому для удаления связанной влаги 
требуется гораздо больше времени, чем для эва-
куации свободной воды.

Таким образом, гибель клеток при заморажи-
вании обусловлена как внутриклеточным льдо-
образованием, так и воздействием гиперконцен-
трированных растворов солей, образующихся   
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вследствие быстрого вымерзания свободной влаги. 
Для предохранения клеток от влияния солей в про-
цессе замораживания и лиофилизации используют-
ся защитные среды высушивания (стабилизаторы).

В условиях производства полностью исклю-
чить влияние низких температур на клетки вак-
цинного штамма чумного микроба даже с помо-
щью защитных сред не удается [9]. В связи с этим 
ранее существовала рекомендация замораживать 
чумную вакцину до температуры, лежащей выше 
пределов порога выживания. Так как верхний 
предел ее ограничен самим процессом высушива-
ния в лиофильных сушках, в промышленном ре-
гламенте на производство вакцины чумной живой 
ПР 01897080-09-09 существовала рекомендация 
замораживать вакцину до –30 °С. Но для любого 
сложного раствора существует эвтектическая точ-
ка – температура, при которой происходит полное 
замораживание материала и в замороженной мас-
се не остается свободной влаги.

Современные лиофильные установки облада-
ют широкими функциональными возможностями 
и работают не только в автоматическом режиме, 
но и в ручном, позволяя одновременно корректи-
ровать сразу нескольких параметров. Для полу-
чения оптимального конечного результата нами 
были внесены некоторые изменения в режим лио-
филизации препарата.

Цель работы – изучение влияния скорректиро-
ванных условий сублимационного высушивания 
на жизнеспособность готового препарата вакци-
ны чумной живой.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 

Производство препарата вакцины чумной жи-
вой – многоступенчатый процесс, состоящий из 
нескольких этапов, результаты которых влияют 
на качество готовой продукции (рис. 1). Один из 
наиболее значимых этапов – замораживание с по-
следующим сублимационным высушиванием. 
Проведенные исследования были направлены на 
отработку режимов замораживания/высушивания 
для оптимизации процесса лиофилизации.

Штаммы
В работе использовали вакцинный штамм 

Yersinia pestis EV линии НИИЭГ из коллекции па-
тогенных микроорганизмов ФКУЗ Ставрополь-
ский противочумный институт Роспотребнадзора 
(депонирован в ГКПМ, III–IV группы патогенности 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России № 910301).

Лиофилизация препарата

Выращенную биомассу вакцинного штам-
ма смывали стабилизатором (тиомочевиновая 
среда высушивания) и фасовали по 2 мл в ам-
пулы ШПВ-6. По окончании фасовки кассеты с 
ампулами помещали на полки сублимационной 
установки LР-30 R (IlShin, Южная Корея). Ма-
териал замораживали до температуры –50 °С, 
выдерживали не менее 6 ч после выхода на темпе-
ратурный режим последней загруженной кассеты. 
Для определения эвтектической точки замерза-
ния был использован кондуктометр (SanXin, Юж-
ная Корея).  Процесс сублимации  проводили при 

Рис. 1. Технологическая схема производства вак-
цины чумной живой согласно ПР 01897080-09-16. 
АКМ-Ш – аппарат для культивирования микроорга-
низмов Шестеренко (Россия)
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 плавном подъеме температуры до 30 °С в вакууме 
20 мТорр. После достижения продуктом требуе-
мой температуры производили досушивание в те-
чение 3 ч. Ампулы запаивали под ваку умом и хра-
нили при температуре (4±2) °С.

Определение качества вакцинного препарата
После высушивания качество эксперимен-

тальных серий вакцины было исследовано на со-
ответствие требованиям ФСП 42-8654-07 по сле-
дующим основным показателям качества: жиз-
неспособность и термостабильность, потеря в 
массе при высушивании, отсутствие посторон-
них микроорганизмов и грибов, стабильность в 
течение срока годности. Испытания проводили 
согласно Государственной фармакопеи РФ, ФС 
3.3.1.0022.15 «Вакцина чумная живая».

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием пакета прикладных программ Statisti-
ca 6.0. Для выявления статистической значимости 
различий результатов использовали t-критерий 
Стьюдента. Различия считались достоверными 
при р≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Отработка режима замораживания
Для уточнения эвтектической точки вакци-

ны из штамма Y. pestis EV использовали эффект 
резкого увеличения сопротивления при переходе 
жидкости (проводник второго ряда) в твердое со-
стояние – лед, который по своим характеристикам 
аналогичен диэлектрику. По результатам трех за-
меров температуры окончательного замерзания 
связанной воды в вакцинной суспензии выведен 
средний показатель –45 °С. Скорость заморажи-
вания вакцины 1–1,5 мм/мин. При таком режиме 
заморозка начинается со стороны основания ам-
пулы и распространяется через слой жидкости. 
Верхняя допустимая высота заполнения ампулы 
вакциной 15 мм. Исходя из полученных данных 
о точке эвтектики вакцинной взвеси, установлена 
температура заморозки –50 °С. Длительность за-
морозки 6–7 ч после выхода на режим последнего 
загруженного лотка с вакциной (Промышленный 
регламент на производство вакцины чумной жи-
вой ПР 01897080-09-16 предписывает ≥ 5 ч). 

После проведения тестовых сушек с коррек-
тировкой программируемых параметров (ско-
рость нагрева полок, глубина вакуума, длитель-
ность промежуточных температурных показате-
лей) был усовершенствован действующий режим 
лиофильного высушивания.

Снижение остаточной влажности

Большую роль при лиофилизации для последу-
ющего хранения играет остаточная влага, количе-
ство которой влияет на жизнеспособность готового 
продукта и стабильность данного показателя. Так, 
при остаточной влажности 8–9% количество жиз-
неспособных клеток сразу после лио филизации 
составляет около 40%. Однако через 7–10 дней 
жизнеспособность падает до 2% [10, 11]. Доказано, 
что оптимальная величина показателя остаточной 
влажности (потери в массе при высушивании) для 
чумной вакцины составляет 1–4%, что отражено и 
в нормативной документации на препарат [12].

Снижения остаточной влажности можно до-
стигнуть несколькими путями: 1) увеличением тем-
пературы досушивания, при котором происходит 
значительная денатурация белков, что влияет на со-
хранность жизнеспособных клеток; 2) увеличени-
ем времени досушивания при регламентированных 
температурах, что также снижает жизнеспособ-
ность препарата. Ранее проведенные исследования 
показали, что используемый традиционный режим 
лиофилизации способствует получению популя-
ции микробных клеток, значительно разнящихся по 
устойчивости к температурному фактору в процессе 
хранения, часть их погибала в первые 1–3 мес. по-
сле приготовления вакцины. Клетки, которые оста-
вались жизнеспособными в случае традиционного 
режима лиофилизации, погибали в первую очередь 
и не играли существенной роли в препарате, пред-
назначенном для длительного хранения [13].

Отработка режима высушивания
Для удаления воды из препарата при высуши-

вании требуется создать над его поверхностью дав-
ление 40 мТорр, (20 мТорр – десорбция), так как 
только такая разница делает процесс сублимации 
(превращения льда в пар, минуя жидкую фазу) наи-
более эффективным. Кроме того, водяной пар пере-
мещается в сторону более низких температур, при-
чем со скоростью, напрямую зависящей от разницы 
температур высушиваемого материала и окружаю-
щего пространства, куда пар перемещается.

Стандартный процесс лиофильного высуши-
вания можно разделить на несколько этапов, каж-
дый из которых предъявляет конкретные требова-
ния к давлению и температуре. На первом этапе 
была скорректирована температура заморажива-
ния продукта (–50 … –55 °С), ниже точки эвтек-
тики. После выдержки в течение 6–7 ч производи-
лось постепенное повышение температуры полок 
до 30 °С (2-й этап), вакуум при этом оставался в 
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пределах 40 мТорр. Длительность этапа составляла 
около 30 ч, при этом нагрев самого продукта про-
исходил более медленно и плавно, без резких тем-
пературных скачков. Таким образом, второй этап – 
первичное высушивание (сублимация в вакууме) – 
проходил изначально ниже эвтектической точки, и 
влажность препарата к концу периода составляла 
5–10%, что было обусловлено связанной водой.

После достижения продуктом температуры 
30 °С проводилось досушивание (3-й этап) в тече-
ние 2–3 ч при вакууме 20 мТорр, во время которо-
го связанная вода удалялась, а влажность снижа-
лась до 1–2%. Общая длительность сушки по из-
ложенному режиму составляла 36–38 ч.

На рис. 2 (таблица) показаны десять сегмен-
тов программы сушки (SV01–SV10), для каждо-
го из которых задана температура полки (°С), ве-
личина вакуума (мТорр) и заданное время (мин). 
На пятой строке – обратный отсчет времени, по 
истечении заданного времени – переход к следу-
ющему сегменту.

Замораживание вакцинной суспензии ниже 
определенной опытным путем точки эвтектики при-
водит к полному замерзанию связанной воды в клет-
ке, что при усовершенствованном режиме высуши-
вания оказывает наименее губительное действие на 
мембраны клеточной стенки и позволяет достичь 
максимального количества неповрежденных клеток.

Таким образом, разработан усовершенство-
ванный режим высушивания, способствующий 
отбору наиболее жизнеспособных особей. Препа-
раты, лиофилизированные в таких условиях, име-
ют более низкую остаточную влажность – до 2%. 

Для уточнения влияния усовершенствованного 
режима высушивания на лиофилизированный пре-
парат вакцины чумной живой был проведен срав-
нительный анализ серий, полученных как тради-
ционным способом, так и по оптимизированной 
технологии с применением различных режимов вы-
сушивания. В табл. 1 приведены данные по наибо-
лее значимым для иммуногенной активности пре-
парата показателям: жизнеспособность, остаточная 

Рис. 2. Графическое отображение режима лиофильного высушивания препарата вакцины чумной живой по усовер-
шенствованному режиму. Кривые 1, 2, 3 – температура продукта, 4 – заданный программой температурный режим, 
5 – температура коденсора, 6 – значение показателя вакуума

Fig. 2. Graphic display of freeze-dried regimen of the plague live vaccine preparation according to the improved regime
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влажность, стабильность в течение срока годно-
сти (3 года). Показатели термостабильности и от-
сутствия посторонних микроорганизмов и грибов 
определялись при выпуске препарата однократно и 
соответствовали регламентированным нормам.

Показано, что средняя жизнеспособность се-
рий, лиофилизированных усовершенствованным 
способом, статистически выше при более низких 
показателях остаточной влажности (потеря в мас-
се при высушивании).

Дальнейшему сравнению подверглись показа-
тели стабильности тех же серий препарата в тече-
ние срока годности. Применяемый сублимацион-

ный режим оказал влияние на степень изменения 
жизнеспособности в процессе хранения. Через три 
года хранения при (2–6) °С в сериях, лиофилизи-
рованных традиционным способом, доля живых 
микробных клеток снизилась в среднем на 7,8%; 
в препарате лиофилизированном усовершенство-
ванным способом – на 2,1% (р≤0,05), т.е. в сериях, 
высушенных традиционно, снижение жизнеспо-
собности наблюдается в большей степени, чем в 
сериях, полученных по усовершенствованной ме-
тодике. Исходя из вышеизложенного, вполне опре-
деленно можно говорить о стабильности препара-
та, полученного по предложенной методике.

Та бл и ц а  1
Сравнительный анализ показателей качества образцов вакцины чумной живой, полученных  
с применением различных режимов лиофилизации
Comparative analysis of the quality indicators of live plague vaccine samples obtained using different 
lyophilization regimes

Выпуск
(год)

Традиционный режим Выпуск
(год)

Усовершенствованный режим
Остаточная 

влажность, % Жизнеспособность, % Остаточная 
влажность, % Жизнеспособность,%

2005

1,7 44,3

2016

1,5 26,8
1,6 44,6 1,4 28,4
2,1 48,1 1,2 33,4
2,0 33,7 1,6 46,2
2,4 28,8 1,3 45,1
1,5 33,3 1,7 47,8
1,7 27,0 1,8 44,8
1,6 26,2 1,5 53,6

2006

3,1 32,5

2017

1,3 43,1
1,0 33,5 1,2 38,5
1,1 35,6 1,3 41,4
0,7 32,1 1,3 64,3
1,9 31,8 1,5 66,5
3,3 31,7 1,1 66,0
3,3 31,3 1,4 67,7
2,3 39,9 1,3 65,0

2009

1,1 37,5

2018

0,8 30,4
1,5 31,3 1,0 51,5
0,7 30,3 1,3 35,0
1,3 27,0 1,3 37,5
2,8 31,7 1,2 36,5
2,7 32,0 1,0 57,7
2,8 30,2 1,2 62,6
1,9 29,4 1,0 70,4

M±m M±m
1,92±0,16 33,49±1,16 1,30±0,05 48,34±2,83

Срок 
хранения

1 год 30,09±1,08
Срок 

хранения

1 год 47,99±2,65
2 28,89±1,12 2* 47,01±2,62
3 25,69±0,87 3** 46,24±2,43

Примечание: M±m – среднее арифметическое и ошибка среднего арифметического (arithmetical mean and arithmetic mean error).
  *определение проводилось в сериях выпуска 2016 и 2017 г.
**определение проводилось в сериях выпуска 2016 г. 
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В результате проведения исследований усо-
вершенствованы параметры на определенных 
этапах лиофилизации вакцины чумной живой, 
включая режим замораживания, температурные 
параметры и оптимизацию показателей вакуума, 
что позволило достичь оптимального соотноше-
ния остаточной влажности и количества живых 
микроорганизмов в сублимированном препарате.
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Abstract–The optimization of the drying schedule has been carried out to improve the quality indicators 
of the live plague vaccine. Based on the data obtained on the eutectic point of the vaccine suspension, 
the freezing temperature and freezing time were set to –50 °С and 6–7 h, respectively. A pressure of 
40 mTorr over the surface of the drying suspension and 20 mTorr during the desorption were shown 
to be the best conditions for sublimation. The drying tests with different options for the shelf heating 
rate, vacuum depth and duration of intermediate temperature indicators were carried out to develop the 
improved freeze-drying mode providing the selection of the most adapted bacteria. A vaccine lyophilized 
under the developed conditions has low residual moisture (up to 2%) and high viability index that persists 
over the whole shelf life.

Key words: lyophilization, sublimation, eutectic, live plague vaccine, residual moisture, viability.
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