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íîìåð òåìû: 0110U000404.

Âñòóïëåíèå. Îäíîé èç àêòóàëüíûõ ïðîáëåì ñî-
âðåìåííîé áèîòåõíîëîãèè ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå 
â ïðîèçâîäñòâåííîì ïðîöåññå èììîáèëèçîâàííûõ 
êëåòîê ìèêðîîðãàíèçìîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ïðîäóöåí-
òàìè ôåðìåíòîâ, ãîðìîíîâ, âèòàìèíîâ è äðóãèõ àê-
òèâíûõ ñîåäèíåíèé [1]. Ïðèìåíåíèå ãåòåðîãåííûõ 
áèîêàòàëèçàòîðîâ íà îñíîâå èììîáèëèçîâàííûõ 
êëåòîê äàåò âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ ýôôåêòèâíûõ 
áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, â êîòîðûõ îòïàäà-
þò ñòàäèè âûäåëåíèÿ, î÷èñòêè è èììîáèëèçàöèè 
ïðîäóêòîâ áèîñèíòåçà. Êðîìå òîãî, ìèêðîáíûå 
êëåòêè, èììîáèëèçîâàííûå â ìàòðèêñå ãèäðîãåëÿ, 
çàùèùåíû îò íåáëàãîïðèÿòíûõ âîçäåéñòâèé îêðó-
æàþùåé ñðåäû è îò âëèÿíèÿ ÷óæåðîäíîé ìèêðî-
ôëîðû [5]. Ýòî çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò ðåíòàáåëü-
íîñòü è íàäåæíîñòü ïðîèçâîäñòâåííûõ ïðîöåññîâ 
[3]. Â ðÿäå áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîèçâîäñòâ ñóùå-
ñòâóåò íåîáõîäèìîñòü â äîëãîñðî÷íîì õðàíåíèè 
ìèêðîáíûõ êëåòîê. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ìå-
òîäîì äîëãîñðî÷íîãî õðàíåíèÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ 
ÿâëÿåòñÿ êðèîêîíñåðâèðîâàíèå [4]. Cóùåñòâóþùèå 
ìåòîäèêè êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ íå âñåãäà óäîáíû 
äëÿ ýòàïîâ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Òåî-
ðåòè÷åñêèå ðàñ÷åòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî 
êðèîêîíñåðâèðîâàíèå èììîáèëèçîâàííûõ êëåòîê 
áóäåò èìåòü ðÿä ïðåèìóùåñòâ. Òåõíîëîãèÿ êðèî-
êîíñåðâèðîâàíèÿ ìèêðîáíûõ êëåòîê, èììîáèëèçî-
âàííûõ â ðàçëè÷íûõ íîñèòåëÿõ, íàõîäèòñÿ â ñòàäèè 
ðàçðàáîòêè. Îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ 
íîñèòåëåé ÿâëÿåòñÿ ãåëü àëüãèíàòà íàòðèÿ. Ïîëî-
æèòåëüíûìè êà÷åñòâàìè ýòîãî ãåëÿ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî 
îí íåòîêñè÷åí, îáëàäàåò äîñòàòî÷íîé ìåõàíè÷åñêîé 
ïðî÷íîñòüþ, õîðîøèìè äèôôóçíûìè êà÷åñòâàìè, 
ñïîñîáíîñòüþ ê ðàñòâîðåíèþ ïðè îïðåäåëåííûõ 
çíà÷åíèÿõ ðÍ è òåìïåðàòóðû, â ðàñòâîðå ÝÄÒÀ. Ýòî 
ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü æèçíåñïîñîáíûå êëåòêè èç 
ãåëÿ. Èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ óñëîâèé 
êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü äðîæ-
æåé Saccharomyces cerevisiae, èììîáèëèçîâàííûõ â 
àëüãèíàòíîì ãåëå, íå ïðîâîäèëèñü [5].

Öåëüþ ïðåäñòàâëåííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî 
èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ðåæèìîâ îõëàæäåíèÿ 
è çàùèòíûõ ñðåä, ñîäåðæàùèõ àëüãèíàò íàòðèÿ, íà 
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê äðîææåé. 

Îáúåêò è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ. Îáúåêòîì èñ-
ñëåäîâàíèÿ áûëè äðîææåâûå êëåòêè Saccharomyces 
cerevisiae (ðàñà ïîëó÷åíà èç ÐÍÈÈ õëåáîïåêàðñêîé 
ïðîìûøëåííîñòè, Ñàíêò – Ïåòåðáóðã ).

Äðîææè êóëüòèâèðîâàëè â íåîõìåëåííîì ïèâíîì 
ñóñëå (8°Á), ïðè +30°Ñ ñ àýðàöèåé. Â ýêñïåðèìåí-
òàõ èñïîëüçîâàëè êëåòêè äðîææåé, íàõîäÿùèåñÿ â 
ñòàöèîíàðíîé ôàçå ðîñòà. Êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê â 
îáðàçöàõ ñîñòàâëÿëà 2,5×108 ÊÎÅ/ìë. Â êà÷åñòâå 
çàùèòíûõ ñðåä èñïîëüçîâàëè: 1 ãðóïïà – äèñòèëëè-
ðîâàííàÿ âîäà; 2 ãðóïïà – 1% âîäíûé ðàñòâîð àëüãè-
íàòà íàòðèÿ; 3 ãðóïïà – 5% âîäíûé ðàñòâîð ÄÌÑÎ; 
4 ãðóïïà – âîäíûé ðàñòâîð 1% àëüãèíàòà íàòðèÿ ñ 
äîáàâëåíèåì 5% ÄÌÑÎ. Ñóñïåíçèè äðîææåâûõ êëå-
òîê â ýòèõ ñðåäàõ âíîñèëè ïî 1 ìë â êðèîïðîáèðêè 
ôèðìû «Nunc» (ÑØÀ) îáúåìîì 1,8 ìë. 

Èññëåäóåìûå îáðàçöû îõëàæäàëè ñî ñêîðîñòÿ-
ìè: 1; 5; 10; 15°Ñ/ìèí äî -40°Ñ ñ ïîñëåäóþùèì ïî-
ãðóæåíèåì â æèäêèé àçîò, ÷àñòü îáðàçöîâ çàìîðà-
æèâàëè ïóòåì ïîãðóæåíèÿ êðèîïðîáèðîê â æèäêèé 
àçîò. Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå äðîææåé îñóùåñòâëÿëè 
íà ïðîãðàììíîì çàìîðàæèâàòåëå «Cryoson» (Ãåð-
ìàíèÿ). Îáðàçöû îòîãðåâàëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 
òåìïåðàòóðå 37°Ñ. Æèçíåñïîñîáíîñòü äðîææåé S. 
cerevisiaå îöåíèâàëè ÷àøå÷íûì ìåòîäîì Êîõà [2]. 

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Â õîäå èññëåäîâàíèé áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íà æèç-
íåñïîñîáíîñòü êëåòîê S. cerevisiae â ïðîöåññå êðèî-
êîíñåðâèðîâàíèÿ âëèÿþò êàê ñîñòàâ ñðåäû êðèîêîí-
ñåðâèðîâàíèÿ, òàê è ðåæèìû îõëàæäåíèÿ. 

Âî âñåõ ñðåäàõ çàìîðàæèâàíèÿ, êàê áåç çàùèò-
íûõ êîìïîíåíòîâ òàê è ñ äîáàâëåíèåì êðèîïðîòåê-
òîðà, íàèáîëåå âûñîêèå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû ïðè 
îõëàæäåíèè ñî ñêîðîñòüþ 1°Ñ/ìèí. Òàê, ïîêàçàòå-
ëè æèçíåñïîñîáíîñòè â îáðàçöàõ, çàìîðîæåííûõ 
ñ ýòîé ñêîðîñòüþ, ñîñòàâëÿëè ñîîòâåòñòâåííî: 
73,1%– â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå; 90,8– â 1% ðàñ-
òâîðå àëüãèíàòà íàòðèÿ; 87,1– â 5% ðàñòâîðå ÄÌÑÎ 
è 86,1%.– â 1% ðàñòâîðå àëüãèíàòà íàòðèÿ ñ äîáàâ-
ëåíèåì 5% ÄÌÑÎ (ðèñ. 1).

Ïðè ïîâûøåíèè ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ êîëè÷å-
ñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê äîñòîâåðíî óìåíü-
øàëîñü. Ïðè çàìîðàæèâàíèè ñî ñêîðîñòüþ 5°Ñ/ìèí 
âûæèâàåìîñòü êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî ïî ãðóïïàì 
ñîñòàâëÿëà: 59,3; 74,5; 65,1; 76,4% (ðèñ.2,3,4,5). 
Ïðè çàìîðàæèâàíèè ñî ñêîðîñòüþ 10°Ñ/ìèí – 24,5; 
38,1; 18,4; 21,6 %. Ïðè çàìîðàæèâàíèè ñî ñêîðîñòüþ 
15°Ñ/ìèí – 8,6; 16,1; 9,3; 7,9 %. Ìèíèìàëüíàÿ âû-
æèâàåìîñòü íàáëþäàëàñü â îáðàçöàõ ïîãðóæåííûõ 
â æèäêèé àçîò. Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê 
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ñîñòàâëÿëî ñîîòâåòñòâåííî ïî ãðóïïàì êîíñåðâèðó-
þùèõ ñðåä 0,3; 1,8; 0,7; 0,6% . 

Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ ñîñòàâà êîíñåðâè-
ðóþùèõ ñðåä, íàèáîëåå íèçêóþ æèçíåñïîñîáíîñòü 
îòìå÷àëè ïðè çàìîðàæèâàíèè êëåòîê, ðåñóñïåíäè-
ðîâàííûõ â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå (ðèñ. 2). 

Ïðè ýòîì óñòàíîâëåíà àíàëîãè÷íàÿ äðóãèì êîí-
ñåðâèðóþùèì ñðåäàì çàâèñèìîñòü æèçíåñïîñîá-
íîñòè îò ðåæèìîâ îõëàæäåíèÿ.

Ïðè çàìîðàæèâàíèè äðîææåé â 1% – îì ðàñòâî-
ðå àëüãèíàòà íàòðèÿ ñî ñêîðîñòÿìè 1, 5, 10, 150Ñ/
ìèí, è ïðè ïîãðóæåíèè â æèäêèé àçîò êîëè÷åñòâî 
æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëî ñîîòâåòñòâåí-
íî: 90,8; 74,5; 38,1; 16,1; 1,8% (ðèñ. 3).

Ïðè çàìîðàæèâàíèè êëåòîê â 5% ÄÌÑÎ è â 1% 
ðàñòâîðå àëüãèíàòà íàòðèÿ ñ äîáàâëåíèåì 5% 
ÄÌÑÎ, êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê òàêæå 
óìåíüøàëîñü ïî ìåðå ïîâûøåíèÿ ñêîðîñòè îõëàæ-
äåíèÿ, íî äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëîñü îò ïîêàçàòåëÿ 
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê â îáðàçöàõ çàìîðîæåí-
íûõ â 1% ðàñòâîðå àëüãèíàòà íàòðèÿ (ðèñ. 4,5).

Ðèñ. 2. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê äðîææåé S. 
cerevisiae, çàìîðîæåííûõ â äèñò. âîäå ñ ðàçëè÷íûìè 

ñêîðîñòÿìè îõëàæäåíèÿ.

Ðèñ. 3. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê äðîææåé S. 
cerevisiae , çàìîðîæåííûõ â 1% ðàñòâîðå àëüãèíàòà 

íàòðèÿ .

Ðèñ. 4. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê äðîææåé S. 
cerevisiae , çàìîðîæåííÿõ â 5% ðàñòâîðå ÄÌÑÎ

Ðèñ. 5. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê äðîææåé S. 
cerevisiae, çàìîðîæåííûõ â ðàñòâîðå 

 5% ÄÌÑÎ è 1% àëüãèíàòà íàòðèÿ

Âûâîäû.
1. Íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê Saccharomyces 

cerevisiae â ïðîöåññå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ îêàçû-
âàþò âëèÿíèÿ ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ è ñîñòàâ ñðåäû 
êîíñåðâèðîâàíèÿ. Ìàêñèìàëüíûå ïîêàçàòåëè æèç-
íåñïîñîáíîñòè âî âñåõ èññëåäîâàííûõ ñðåäàõ êîí-
ñåðâèðîâàíèÿ îáåñïå÷èâàëî çàìîðàæèâàíèå äî 
-40°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 1°Ñ/ìèí ñ ïîñëåäóþùèì ïîãðó-
æåíèåì â æèäêèé àçîò. 

2. Âïåðâûå ïîêàçàíû âûñîêèå êðèîïðîòåêòèâíûå 
ñâîéñòâà ðàñòâîðà àëüãèíàòà íàòðèÿ. Æèçíåñïîñîá-
íîñòü êëåòîê Saccharomyces cerevisiae ïðè çàìîðà-
æèâàíèè ñ ðàçëè÷íûìè ñêîðîñòÿìè îõëàæäåíèÿ â 
çàùèòíûõ ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ àëüãèíàò íàòðèÿ, 
äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëîñü îò æèçíåñïîñîáíîñòè 
êëåòîê çàìîðîæåííûõ â 5% âîäíîì ðàñòâîðå ÄÌÑÎ.

Ðèñ. 1 Âëèÿíèå çàùèòíûõ ñðåä íà æèçíåñïîñîáíîñòü 
êëåòîê Saccharomyces cerevisiae, îõëàæäåííûõ ñî 

ñêîðîñòüþ 1°Ñ/ìèí. 
Ïðèìå÷àíèå: * – ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé 

äîñòîâåðíûå, ð < 0,05.
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 3. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ðåêîìåí-
äîâàòü àëüãèíàò íàòðèÿ â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ êðèî-
êîíñåðâèðîâàííûõ èììîáèëèçîâàííûõ êëåòîê ïðè 
ïîñëåäóþùåì èñïîëüçîâàíèè èõ â áèîòåõíîëîãè÷å-
ñêèõ ïðîèçâîäñòâàõ.

Ïåðñïåêòèâû äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. 
Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ 

î êðèîïðîòåêòèâíûõ ñâîéñòâàõ àëüãèíàòà íàòðèÿ, 

ñëåäóåò ïðîäîëæèòü íà÷àòûå èññëåäîâàíèÿ î öåëå-

ñîîáðàçíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ åãî â êà÷åñòâå íîñè-

òåëÿ èììîáèëèçîâàííûõ ïðîìûøëåííûõ øòàììîâ 

äðîææåé Saccharomyces cerevisiae ïðè íåîáõîäè-

ìîñòè èõ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ.
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The Study Of The Effect Of Cooling Regimens And Protective Media, Containing Sodium Alginate, On 

The Viability Of Yeast Cells Saccharomyces Ñerevisia 
Ponomareva V.L., Vysekantsev I.P., Gurina T.M., Onasenko E.S.
Summary. A comparative study on the effect of cooling regimens and protective media, containing alginate 

gel on the viability of yeast cells Saccharomyces cerevisiae was held. It was found out that the best indicator of the 
viability was in samples, which were frozen with a slow cooling rate (1°Ñ/min). It was shown that the viability of cells 
Saccharomyces cerevisiae during freezing with different cooling rates in protective media, containing sodium algi-
nate, was not significantly different from the viability of cells frozen in 5% DMSO. This allows us to conclude that the 
sodium alginate has cryoprotective properties during cryopreservation.
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