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Âñòóïëåíèå. Êàê èçâåñòíî, êðèîêîíñåðâèðî-
âàíèå – íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé ìåòîä õðàíåíèÿ 
áîëüøèíñòâà âèäîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ, à òàêæå äðó-
ãèõ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ [1]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ 
îòðàáîòàíû ðåæèìû êðèîêîíñåðâàöèè äëÿ öåëîãî 
ðÿäà âèäîâ è øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ, íî óíè-
âåðñàëüíûõ ñïîñîáîâ êðèîêîíñåðâàöèè íå ìîæåò 
áûòü. Íàëè÷èå îïòèìàëüíûõ óñëîâèé çàìîðàæèâà-
íèÿ îáúÿñíÿåòñÿ ñîçäàííîé P. Mazur äâóõôàêòîðíîé 
òåîðèåé êðèîïîâðåæäåíèÿ [10], ñîãëàñíî êîòîðîé 
îïòèìàëüíîé íà ýòàïå êðèñòàëëèçàöèè êîíñåðâè-
ðóåìîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè ÿâëÿåòñÿ íàñòîëüêî 
ìàëàÿ ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ, ÷òî âåðîÿòíîñòü îá-
ðàçîâàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ êðèñòàëëîâ ëüäà è ïî-
âðåæäåíèå ýòèìè êðèñòàëëàìè êëåòîê ÿâëÿþòñÿ 
ïðåíåáðåæèìî ìàëûìè, è â òî æå âðåìÿ, íàñòîëüêî 
áîëüøàÿ, ÷òî âðåìÿ äåéñòâèÿ íà êëåòêè íåáëàãîïðè-
ÿòíûõ ôàêòîðîâ, îáóñëîâëåííûõ èõ îáåçâîæèâàíè-
åì, ÿâëÿåòñÿ íåäîñòàòî÷íî áîëüøèì, ÷òîáû âûçâàòü 
íåîáðàòèìîå ïîâðåæäåíèå êëåòîê. Áîëåå òîãî, äàí-
íàÿ òåîðèÿ íå òîëüêî îáúÿñíÿåò, ïî÷åìó çíà÷åíèÿ 
îïòèìàëüíîé ñêîðîñòè ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ 
äëÿ ðàçíûõ êëåòîê, íî è ïîçâîëÿåò, çíàÿ ãåîìåòðè-
÷åñêèå è òðàíñïîðòíûå õàðàêòåðèñòèêè êëåòî÷íûõ 
ìåìáðàí, ïðåäñêàçàòü, ñ êàêîé ñêîðîñòüþ íåîáõî-
äèìî îõëàæäàòü òå èëè èíûå êëåòêè, ÷òîáû äîáèòüñÿ 
èõ ìàêñèìàëüíîé ñîõðàííîñòè â ïðîöåññå êðèîêîí-
ñåðâèðîâàíèÿ [13, 14]. Ïîäáîð ýôôåêòèâíûõ óñëî-
âèé çàìîðàæèâàíèÿ, â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòîé òåîðèåé, 
òðåáóåò ýêñïåðèìåíòàëüíîãî îïðåäåëåíèÿ ðåæèìîâ 
îõëàæäåíèÿ è ñîñòàâà êðèîçàùèòíûõ ñðåä, âêëþ÷àÿ 
âèä è êîíöåíòðàöèþ êðèîïðîòåêòîðîâ, ò.ê. âëèÿíèå 
ýòèõ ôàêòîðîâ â çíà÷èòåëüíîé ìåðå çàâèñèò îò âè-
äîâûõ îñîáåííîñòåé ñòðîåíèÿ è áèîëîãè÷åñêèõ 
ñâîéñòâ êëåòîê.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëàñü ðàçðàáîòêà ýôôåê-
òèâíûõ óñëîâèé êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ äðîææåïî-
äîáíûõ ãðèáîâ Candida albicans. Äëÿ äîñòèæåíèÿ 
ïîñòàâëåííîé öåëè íåîáõîäèìî áûëî òåîðåòè÷åñêè 
îöåíèòü ýôôåêòèâíóþ ñ òî÷êè çðåíèÿ äâóõôàêòîð-
íîé òåîðèè êðèîïîâðåæäåíèÿ ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ, 

ýêñïåðèìåíòàëüíî èçó÷èòü âëèÿíèå ñêîðîñòåé îõ-
ëàæäåíèÿ ïðè çàìîðàæèâàíèè êëåòîê C.albicans íà 
èõ æèçíåñïîñîáíîñòü è ñîïîñòàâèòü òåîðåòè÷åñêèå 
è ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû äëÿ îöåíêè ïîðî-
ãîâ ïðèìåíèìîñòè èñïîëüçóåìûõ òåîðèåé ìàòåìà-
òè÷åñêèõ ìîäåëåé. 

Îáúåêò è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ.
Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëèñü äðîææåïî-

äîáíûå ãðèáû Candida albicans ÀÒÑÑ 885 (øòàìì èç 
êîëëåêöèè ÃÏ «ÍÈÈ äåðìàòîëîãèè è âåíåðîëîãèè 
ÀÌÍ Óêðàèíû» ã. Õàðüêîâ).

Ãðèáû âûðàùèâàëè íà ñêîøåííîì ñóñëî-àãàðå 
ïðè òåìïåðàòóðå 30°Ñ â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ, çàòåì ïå-
ðåâîäèëè â æèäêóþ ñðåäó íà îñíîâå ñóñëà ïèâíîãî 
(8% ñóõèõ âåùåñòâ ïî Áàëèíãó [2]) è êóëüòèâèðîâà-
ëè ñ àýðàöèåé â òåðìîñòàòå ïðè 30°Ñ â òå÷åíèå 24 
÷àñîâ (äî ñòàöèîíàðíîé ôàçû ðîñòà) [3].

Òåîðåòè÷åñêóþ îöåíêó ýôôåêòèâíîé ñêîðîñòè 
îõëàæäåíèÿ çàìîðàæèâàåìîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè 
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì àëãîðèòìà, îïèñàí-
íîãî â [4, 7, 8, 13]. Äëÿ ýòîãî ýêñïåðèìåíòàëüíî 
îïðåäåëÿëè ãåîìåòðè÷åñêèå ðàçìåðû êëåòîê, êî-
ýôôèöèåíò ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí äëÿ 
ìîëåêóë âîäû, äîëþ îñìîòè÷åñêè íåàêòèâíûõ âíó-
òðèêëåòî÷íûõ âåùåñòâ, âåëè÷èíó ýíåðãèè àêòèâàöèè 
ïðîöåññà ïåðåíîñà ìîëåêóë âîäû ÷åðåç êëåòî÷íóþ 
ìåìáðàíó è èñïîëüçîâàëè èçâåñòíóþ äèàãðàììó 
ïëàâëåíèÿ âîäíîãî ðàñòâîðà ÄÌÑÎ.

Ôîðìó êëåòîê àïïðîêñèìèðîâàëè ðàñòÿíóòûì ýë-
ëèïñîèäîì âðàùåíèÿ. Ëèíåéíûå ðàçìåðû ýëëèïñî-
èäîâ (äëèíà áîëüøîé îñè è äëèíà ìàëîé îñè ) îïðå-
äåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AxioVision Rel. 4.6 ïî 
ìèêðîôîòîãðàôèÿì êëåòîê C.albicans (ðèñ. 1), ïîëó-
÷åííûì íà ìèêðîñêîïå LSM 510 meta â îïòè÷åñêîì 
ðåæèìå. Ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè êëåòîê , èõ îáúåì è 
ïîâåðõíîñòíî-îáúåìíîå îòíîøåíèå êëåòîê âû÷èñ-
ëÿëè ïî ñëåäóþùèì ôîðìóëàì, êîòîðûå ñâÿçûâàþò 
ýòè ïàðàìåòðû ñ ëèíåéíûìè ðàçìåðàìè êëåòîê:

Êîýôôèöèåíò ôèëüòðàöèè ìåìáðàí äðîææåïî-
äîáíûõ ãðèáîâ îïðåäåëÿëè âîëüþìîìåòðè÷åñêèì 
ìåòîäîì [7]. Èñêîìîå çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà ôèëü-
òðàöèè ìåìáðàí C.albicans îïðåäåëÿëîñü êàê çíà÷å-
íèå, ñîîòâåòñòâóþùåå ìàêñèìàëüíîìó îòêëîíåíèþ 
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òåîðåòè÷åñêèõ äàííûõ îò ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðå-
äåëåííîé çàâèñèìîñòè îáúåìà êëåòêè îò âðåìåíè åå 
êîíòàêòà ñ ãèïåðòîíè÷åñêèì ðàñòâîðîì [11, 12].

Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ñêîðîñòåé 
îõëàæäåíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü äðîææåïîäîá-
íûõ ãðèáîâ, ñóñïåíçèþ êëåòîê (îáúåìîì 1,8ìë) 
C.albicans ïîìåùàëè â êðèîïðîáèðêè ôèðìû «Nunc» 
öèëèíäðè÷åñêîé ôîðìû ñ ðàáî÷èì îáúåìîì 2ìë. 
Â êà÷åñòâå ñðåäû êîíñåðâèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè 
ñðåäó íà îñíîâå ñóñëà ïèâíîãî ñ äîáàâëåíèåì äî 
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5% è 10% ÄÌÑÎ, ãëèöåðèíà 
è ýòàíîëà. Ñóñïåíçèþ ãðèáîâ C.albicans çàìîðàæè-
âàëè ñî ñêîðîñòÿìè 0,25, 1, 3,5, 7, 10, 20 è 35°Ñ/ìèí 
äî –40°Ñ â ïðîãðàììíîì çàìîðàæèâàòåëå «Cryoson» 
(Ãåðìàíèÿ) ñ äàëüíåéøèì ïîãðóæåíèåì â æèäêèé 
àçîò. ×àñòü îáðàçöîâ çàìîðàæèâàëè ïóòåì ïîãðó-
æåíèÿ â æèäêèé àçîò. Îáðàçöû õðàíèëè â òå÷åíèå 
÷åòûðåõ ëåò â íèçêîòåìïåðàòóðíîì áàíêå ÈÏÊ è Ê 
ÍÀÍ Óêðàèíû. 

Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, êîòîðûå íå ïîä-
âåðãàëè êðèîêîíñåðâèðîâàíèþ. Ðàçìîðàæèâàíèå 
îáðàçöîâ ïðîâîäèëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè òåìïåðà-
òóðå 30°Ñ.

Èçó÷åíèå æèçíåñïîñîáíîñòè C.albicans ïðîâî-
äèëè «÷àøå÷íûì ìåòîäîì» Êîõà [5], ïîäñ÷èòûâàÿ 
êîëè÷åñòâî êîëîíèé, êîòîðûå âûðîñëè íà ñîîòâåò-
ñòâóþùåé ïèòàòåëüíîé ñðåäå.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ 
ðåçóëüòàòîâ îñóùåñòâëÿëè ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì 
ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà ïðè âå-
ðîÿòíîñòè ïîïàäàíèÿ â äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë ð 
 0,05, à òàêæå ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðèêëàäíîé êîì-
ïüþòåðíîé ïðîãðàììû «Statistica v6.0».

Êîëè÷åñòâî ïðîá â êàæäîé ãðóïïå ýêñïåðèìåíòà 
ñîñòàâëÿëî íå ìåíåå âîñüìè.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Ëèíåéíûå ðàçìåðû êëåòîê (äëèíà áîëüøîé è ìàëîé 
îñåé ýëëèïñîèäà) à òàêæå îáúåì, è ïëîùàäü ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îñìîòè÷åñêè íåàêòèâíîãî îáú-
åìà êëåòîê C.albicans àïðîêñèìèðîâàëè ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî ïîëó÷åííûå äàííûå î ëèíåéíîé çàâèñè-
ìîñòè îáúåìà êëåòîê â âîäíûõ ðàñòâîðàõ õëîðèäà 
íàòðèÿ ñ êîíöåíòðàöèÿìè 0,15, 0,3, 0,6 è 1,2M: 

Ðèñ. 1. Îïðåäåëåíèå ëèíåéíûõ ðàçìåðîâ êëåòîê 
C.albicans.
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ãäå V– òåêóùåå çíà÷åíèå êëåòî÷íîãî îáúåìà,
V0 – íà÷àëüíîå çíà÷åíèå êëåòî÷íîãî îáúåìà, 
α – îáúåìíàÿ äîëÿ îñìîòè÷åñêè íåàêòèâíûõ âíó-

òðèêëåòî÷íûõ âåùåñòâ,
πout

0 – îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå ðàñòâîðåííîãî âíå 
êëåòêè âåùåñòâà,

πin
0 – èñõîäíîå (äî íà÷àëà êðèñòàëëèçàöèè êëå-

òî÷íîé ñóñïåíçèè) îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ðàñòâîðà.

Çíà÷åíèå îñìîòè÷åñêè íåàêòèâíîãî îáúåìà 
äëÿ êëåòîê ïîëó÷àëè êàê êîîðäèíàòó ïåðåñå÷åíèÿ 
îñè îðäèíàò ñ óêàçàííîé ëèíåéíîé çàâèñèìîñòüþ 
(ðèñ.2).

Ïðè îïðåäåëåíèè êîýôôèöèåíòà ôèëüòðàöèè 
ìåìáðàí èññëåäóåìûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ âîëüþ-
ìîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì êëåòêè ïîìåùàëè â 1Ì 
âîäíûé ðàñòâîð äèìåòèëñóëüôîêñèäà, îáúåì êî-
òîðîãî íà ïîðÿäîê ïðåâûøàë íà÷àëüíûé îáúåì 
êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, è îïðåäåëÿëè êèíåòèêó èçìå-
íåíèÿ îáúåìà êëåòîê ïðè òåìïåðàòóðàõ 25°Ñ è 10°Ñ 
ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axio Observer Z1 (ìàñëÿíî-
èìåðñèîííûé îáúåêòèâ õ63). 

Ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäåëåííûå çàâèñèìîñòè 
îáúåìà êëåòîê îò âðåìåíè ïðè èõ êîíòàêòå ñ ðàñ-
òâîðîì êðèîïðîòåêòîðà àïïðîêñèìèðîâàëè ÷èñëåí-
íûìè ðåøåíèÿìè óðàâíåíèé Êåäåì-Êà÷àëüñêîãî, 
êîòîðûå òåîðåòè÷åñêè îïèñûâàþò ýòó çàâèñèìîñòü 
[9], ïîäáèðàÿ çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà ôèëüòðàöèè 
êëåòî÷íîé ìåìáðàíû òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû äîñòè÷ü 
ìàêñèìàëüíîãî ñîâïàäåíèÿ ìåæäó ýêñïåðèìåíòàëü-
íûìè è òåîðåòè÷åñêèìè çàâèñèìîñòÿìè (ðèñ. 3) ïðè 
çàäàííûõ, îïðåäåëåííûõ ðàíåå ñðåäíèõ çíà÷åíèÿõ 
ïîâåðõíîñòíî-îáúåìíîãî îòíîøåíèÿ è îñìîòè÷åñêè 
íåàêòèâíîãî îáúåìà êëåòîê.

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü îòíîñèòåëüíîãî îáúåìà êëåòîê 
C.albicans îò îáðàòíîãî ïðèâåäåííîãî îñìîòè÷åñêîãî 

äàâëåíèÿ âíåêëåòî÷íîãî âîäíîãî ðàñòâîðà õëîðèäà 
íàòðèÿ.
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Ðèñ. 3. Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ (òî÷êè) è òåîðåòè÷åñ-
êàÿ çàâèñèìîñòü îòíîñèòåëüíîãî îáúåìà êëåòîê 
C.albicans îò âðåìåíè ýêñïîçèöèè â 1Ì ðàñòâîðå 

äèìåòèëñóëüôîêñèäà.

Âåëè÷èíó ýíåðãèè àêòèâàöèè ïðîöåññà ïåðå-
íîñà ìîëåêóë âîäû ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó 
îïðåäåëèëè ïî íàêëîíó ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè lnL

p
 

îò 1/T (ãðàôèê Àððåíèóñà), ãäå L
p 

– êîýôôèöèåíò 
ôèëüòðàöèè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, T – àáñîëþòíàÿ 
òåìïåðàòóðà.

Îïðåäåëåííîå òàêèì îáðàçîì çíà÷åíèå êîýô-
ôèöèåíòà ôèëüòðàöèè ñîñòàâèëî (2,41±0,06)∙10-14 

ì3/Hñ ïðè òåìïåðàòóðå 25°Ñ, à ýíåðãèÿ àêòèâà-
öèè òðàíñìåìáðàííîãî ïåðåíîñà ìîëåêóë âîäû – 
Å=(25,2±1,6) êÄæ/ìîëü. 

Êðèâóþ ïëàâëåíèÿ âîäíîãî ðàñòâîðà äèìåòèë-
ñóëüôîêñèäà ïðèáëèæåííî ìîæíî ïðåäñòàâèòü â 
âèäå [13]

ãäå T – àáñîëþòíàÿ òåìïåðàòóðà, 
T0 – òåìïåðàòóðà, ïðè êîòîðîé çàâåðøàåòñÿ 

ïëàâëåíèå âíåêëåòî÷íîãî ðàñòâîðà, 
c – òåêóùàÿ êîíöåíòðàöèÿ çàìîðàæèâàåìîãî 

âíåêëåòî÷íîãî ðàñòâîðà, 
c0 – íà÷àëüíàÿ (äî íà÷àëà êðèñòàëëèçàöèè) êîí-

öåíòðàöèÿ êðèîçàùèòíîãî ðàñòâîðà. 
Â ñëó÷àå, êîãäà ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó 

êëåòêè ïðîíèêàþò òîëüêî ìîëåêóëû ðàñòâîðèòåëÿ, 
òî åñòü âîäû, èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðåí-
íûõ âíóòðè êëåòêè âåùåñòâ ïðè ïîñòîÿííîé ñêîðî-
ñòè îõëàæäåíèÿ îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì [14]
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ãäå Te – ýâòåêòè÷åñêàÿ òåìïåðàòóðà âíåêëåòî÷íî-
ãî ðàñòâîðà,

β – ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ,
A, B – êîíñòàíòû, çíà÷åíèå êîòîðûõ îöåíåíî â 

ðàáîòå [7]

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíà ïîñòðîåííàÿ ïî ðàâåí-
ñòâó (2) ñ ó÷åòîì îïðåäåëåííûõ íàìè òðàíñïîðò-
íûõ è ãåîìåòðè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê èññëåäóåìûõ 
êëåòîê è ÷èñëåííûõ ðåøåíèé óðàâíåíèÿ (1) çàâè-
ñèìîñòü ïðîöåíòà ïîâðåæäåííûõ çà ñ÷åò âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ëüäîîáðàçîâàíèÿ êëåòîê C.albicans îò 
ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ íà ýòàïå êðèñòàëëèçàöèè êëå-
òî÷íîé ñóñïåíçèè. 

Ðèñ. 4. Ðàñ÷åòíàÿ çàâèñèìîñòü äîëè êëåòîê 
C.albicans, ïîâðåæäåííûõ â ðåçóëüòàòå 

âíóòðèêëåòî÷íîé êðèñòàëëèçàöèè îò ñêîðîñòè 
îõëàæäåíèÿ ïðè çàìîðàæèâàíèè ñóñïåíçèè 

â 5%-íîì âîäíîì ðàñòâîðå äèìåòèëñóëüôîêñèäà.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äâóõôàêòîðíîé òåîðèåé êðèî-
ïîâðåæäåíèÿ îïòèìàëüíîé ÿâëÿåòñÿ ìàêñèìàëüíàÿ 
ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ, ïðè êîòîðîé âíóòðèêëåòî÷-
íûå êðèñòàëëû ëüäà íå îáðàçóþòñÿ. Èç ðàñ÷åòíîé 
çàâèñèìîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 4, âèäíî, ÷òî 
çíà÷åíèå ýôôåêòèâíîé ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ ïðè 
çàìîðàæèâàíèè äðîææåïîäîáíûõ ãðèáîâ C.albicans 
ñîñòàâëÿåò îêîëî 7°Ñ/ìèí.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòèõ ðàñ÷åòîâ áûëà èçó÷åíà 
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê äðîææåïîäîáíûõ ãðèáîâ 
C.albicans ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ ñî ñêîðîñòÿìè 
0,25, 1, 3,5, 7, 10, 20, 35°Ñ/ìèí è ïóòåì ïîãðóæåíèÿ 
â æèäêèé àçîò â ðàçëè÷íûõ êðèîçàùèòíûõ ñðåäàõ. 
Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê 
â ïðîöåññå çàìîðàæèâàíèÿ C.albicans äîñòîâåðíî 
âëèÿþò äâà ôàêòîðà – ñîñòàâ êðèîçàùèòíîé ñðåäû 
è ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ. Ìàêñèìàëüíóþ æèçíåñïî-
ñîáíîñòü îáåñïå÷èâàëî çàìîðàæèâàíèå ñî ñêî-
ðîñòÿìè îò 3,5°Ñ/ìèí äî 7°Ñ/ìèí â ïèâíîì ñóñëå ñ 
äîáàâëåíèåì 5% ÄÌÑÎ èëè 5% ãëèöåðèíà (ðèñ.5). 
Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê â îáðàçöàõ, çàìîðîæåí-
íûõ ñî ñêîðîñòüþ 3,5°Ñ/ìèí ïîä çàùèòîé 5%ÄÌÑÎ 
ñîñòàâëÿëà 92% îò êîíòðîëÿ; ñ äîáàâëåíèåì â ñðåäó 

ãäå R – óíèâåðñàëüíàÿ ãàçîâàÿ ïîñòîÿííàÿ,
γ – ïîâåðõíîñòíî – îáúåìíîå îòíîøåíèå êëåòêè,
π0 – îñìîòè÷åñêîå äàâëåíèå ôèçèîëîãè÷åñêîãî 

ðàñòâîðà,
cin – òåêóùàÿ êîíöåíòðàöèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî 

ðàñòâîðà.
Âåðîÿòíîñòü ïîâðåæäåíèÿ êëåòîê C.albicans çà 

ñ÷åò âíóòðèêëåòî÷íîé êðèñòàëëèçàöèè â çàâèñèìî-
ñòè îò ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè íà 
ýòàïå êðèñòàëëèçàöèè îïðåäåëÿåòñÿ èíòåãðàëîì [6]
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Ðèñ. 5. Çàâèñèìîñòü æèçíåñïîñîáíîñòè C.albicans îò ñîñòàâà êðèîçàùèòíîé ñðåäû è ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ.

êîíñåðâèðîâàíèÿ 5% ãëèöåðèíà îíà ñîñòàâëÿëà 
81%. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê â îáðàçöàõ, çàìî-
ðîæåííûõ ñî ñêîðîñòüþ 7°Ñ/ìèí ñ äîáàâëåíèåì â 
ñðåäó êîíñåðâèðîâàíèÿ 5%ÄÌÑÎ ñîñòàâëÿëà 83% 
îò êîíòðîëÿ; ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó êîíñåðâèðîâà-
íèÿ 5% ãëèöåðèíà îíà ñîñòàâëÿëà 77% îò êîíòðîëÿ. 
Â äèàïàçîíå ñêîðîñòåé îõëàæäåíèÿ îò 0,25°Ñ/ìèí 
äî 3,5°Ñ/ìèí êëåòêè â îáðàçöàõ íàõîäÿòñÿ ïîä áîëåå 
äëèòåëüíûì è ñèëüíûì âîçäåéñòâèåì íåáëàãîïðè-
ÿòíûõ ôàêòîðîâ, ÷òî ïðèâàäèëî ê ìèíèìàëüíîé 
æèçíåñïîñîáíîñòè, íåçàâèñèìî îò ñîñòàâà êðèîçà-
ùèòíîé ñðåäû. Ñïàä æèçíåñïîñîáíîñòè íàáëþäàëè 
è ïðè ïîâûøåíèè ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ îò 20°Ñ/ìèí 
äî 35°Ñ/ìèí, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî ïðè ýòèõ ñêî-
ðîñòÿõ îõëàæäåíèÿ êëåòêè óæå íå óñïåâàëè äîñòà-
òî÷íî îáåçâîäèòüñÿ.

Áûëî òàêæå óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ïîñëåäóþùåì 
õðàíåíèè â òå÷åíèå ÷åòûðåõ ëåò (ñðîê íàáëþäåíèÿ) 
äîïîëíèòåëüíàÿ ãèáåëü êëåòîê íå ïðîèñõîäèëà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå 
äàííûå õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ òåîðåòè÷åñêîé îöåí-
êîé ýôôåêòèâíîé ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ. 

Âûâîäû..
1. Ïðîâåäåí òåîðåòè÷åñêèé ðàñ÷åò çíà÷åíèÿ ýô-

ôåêòèâíîé ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ ïðè çàìîðàæèâà-
íèè äðîææåïîäîáíûõ ãðèáîâ C.albicans (îêîëî 7°Ñ/
ìèí) è ïîëó÷åíî ýêñïåðèìåíòàëüíîå ïîäòâåðæäå-
íèå ýòîé îöåíêè.

2. Ýêñïåðèìåíòàëüíî îáîñíîâàí ýôôåêòèâíûé 
ïðîòîêîë êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ äðîææåïîäîáíûõ 
ãðèáîâ C.albicans, â ñîîòâåòñòâèè ñ êîòîðûì îõëàæ-
äåíèå ñóñïåíçèè ýòèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ â 5%-íîì 

ðàñòâîðå ÄÌÑÎ èëè ãëèöåðèíà íà ïèâíîì ñóñëå ñî 
ñêîðîñòüþ 3,5-7°Ñ/ìèí äî –40°Ñ ñ ïîñëåäóþùèì 
ïîãðóæåíèåì â æèäêèé àçîò îáåñïå÷èâàåò ñîõðàí-
íîñòü áîëåå 90% êëåòîê. 

3. Õðàíåíèå ãðèáîâ C.albicans ïðè ñòàáèëüíîé 
òåìïåðàòóðå –196°Ñ â òå÷åíèå ÷åòûðåõ ëåò (ñðîê 
íàáëþäåíèÿ) íå ïðèâîäèò ê äîïîëíèòåëüíîé ãèáåëè 
êëåòîê. 

Ïåðñïåêòèâû äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. 
Òåîðåòè÷åñêè è ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäåëå-
íû ýôôåêòèâíûå ðåæèìû êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ 
äðîææåïîäîáíûõ ãðèáîâ C.albicans, êîòîðûå ìîãóò 
áûòü ðåêîìåíäîâàíû äëÿ ïðèìåíåíèÿ â ïðàêòèêå 
ìåæäóíàðîäíûõ, íàöèîíàëüíûõ è âåäîìñòâåííûõ 
êîëëåêöèé è áàíêîâ ìèêðîáíûõ êóëüòóð. Õîðîøåå 
ñîãëàñîâàíèå òåîðåòè÷åñêèõ è ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ðåçóëüòàòîâ, îïðåäåëåíèå ïðåäåëîâ ïðèìå-
íèìîñòè çàäåéñòâîâàííûõ ìàòåìàòè÷åñêèõ ìîäå-
ëåé ïîçâîëèò, â áóäóùåì, ñóùåñòâåííî ñîêðàòèòü 
çàòðàòû íà íàòóðíûå ýêñïåðèìåíòû, êîòîðûå 
ìîæíî áóäåò ÷àñòè÷íî çàìåíèòü ýêñïåðèìåíòàìè 
âû÷èñëèòåëüíûìè.

Àâòîðû ñòàòüè âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü çàâåäó-
þùåìó îòäåëîì íèçêîòåìïåðàòóðíîãî êîíñåðâèðî-
âàíèÿ Èíñòèòóòà ïðîáëåì êðèîáèîëîãèè è êðèîìå-
äèöèíû ÍÀÍ Óêðàèíû, äîêòîðó áèîëîãè÷åñêèõ íàóê, 
ïðîôåññîðó Ãîðäèåíêî Åâãåíèþ Àëåêñàíäðîâè÷ó 
çà òåõíè÷åñêóþ è ìåòîäè÷åñêóþ ïîìîùü ïðè ïîñòà-
íîâêå ýêñïåðèìåíòîâ è çàèíòåðåñîâàííîå ó÷àñòèå 
â îáñóæäåíèè èõ ðåçóëüòàòîâ.
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ÒÅÎÐÈÒÈ×ÅÑÊÎÅ È ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÎÅ ÎÁÎÑÍÎÂÀÍÈÅ ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÛÕ ÓÑËÎÂÈÉ 

ÊÐÈÎÊÎÍÑÅÐÂÈÐÎÂÀÍÈß ÊËÅÒÎÊ CANDIDA ALBICANS
Àðòóÿíö À.Þ., Ìàðöåíþê Â.Ô., Ãóðèíà Ò.Ì., Âûñåêàíöåâ È.Ï.
Ðåçþìå. Âïåðâûå èçó÷åíî âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ðåæèìîâ çàìîðàæèâàíèÿ, ñîñòàâà êðèîçàùèòíîé ñðåäû 

è ñðîêà õðàíåíèÿ ïðè -196îÑ íà æèçíåñïîñîáíîñòü äðîææåïîäîáíûõ ãðèáîâ C.albicans. Ýêñïåðèìåíòàëüíî 
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êðèîïîâðåæäåíèé, ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ ñóñïåíçèè êëåòîê C.albicans. Ïîêàçàíî, ÷òî çíà÷åíèå ýôôåêòèâíîé 
ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ ãðèáîâ C.albicans íàõîäèòñÿ â èíòåðâàëå îò 3,5 äî 7îÑ/ìèí.
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òà òåðì³íó çáåð³ãàííÿ ïðè -196îÑ íà æèòòºçäàòí³ñòü äð³æäæîïîä³áíèõ ãðèá³â C.albicans. Åêñïåðèìåíòàëüíî 
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òåîðåòè÷íî ñïðîãíîçîâàíî¿ åôåêòèâíîþ, ç òî÷êè çîðó äâîôàêòîðí³é òåîð³¿ êð³îóøêîäæåíü, øâèäêîñò³ 
îõîëîäæåííÿ ñóñïåíç³¿ êë³òèí C.albicans. Ïîêàçàíî, ùî çíà÷åííÿ åôåêòèâíî¿ øâèäêîñò³ îõîëîäæåííÿ ãðèá³â 
C.albicans çíàõîäèòüñÿ â ³íòåðâàë³ â³ä 3,5 äî 7îÑ/õâ.
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Theoretically And Experimental Substantiation Of The Effective Cryopreservation Conditions Of Can-

dida Albicans Cells
Artuyants A.Yu., Martsenyuk V.F., Gurina T.M., Vysekantsev I.P. 
Summary. First studied the effect of different modes of freezing, the composition of cryoprotective media and 

storage time at -196oC on the viability of yeast-like fungi C.albicans. Experimentally determined range of cooling 
rates and the composition of conservation medium, to ensure maximum safety of fungi C.albicans during cryo-
preservation. The results obtained correspond to the predicted theoretically effective, in terms of two-factor theory 
of cryodamage, cooling rate of the cell suspension C.albicans. It is shown that value of effective speed of cooling of 
C.albicans cells is in an interval from 3,5 to 7îÑ/min .
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