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Вступ  
Одним із пріоритетних напрямків сучасної біотехнології є створення систем ім-

мобілізованих клітин. В біотехнологічних виробництвах широке розповсюдження 
отримало використання іммобілізованих клітин – продуцентів біологічно активних ре-
човин. 

Всі способи іммобілізації клітин поділяють на п’ять груп: адсорбція клітин на 
поверхні носіїв, включення біоматеріалу у гель, мікрокапсулювання за допомогою 
мембранних технологій, зшивання біологічного матеріалу з поверхнею за допомогою 
біфункціональних реагентів, ковалентне зв’язування [1, 2].  

Однією з галузей застосування іммобілізованих клітин є біотехнологічні вироб-
ництва, що використовують як продуценти промислові штами мікроорганізмів. Іммобі-
лізовані мікроорганізми-продуценти дозволяють значно підвищити вихід біологічно 
активних речовин у культуральне середовище, забезпечують стерильність мікробіоло-
гічного виробництва, запобігають забрудненню навколишнього середовища в зоні ви-
робництва (іммобілізація патогенних та умовно-патогенних мікроорганізмів), знижу-
ють собівартість продуктів виробництва за рахунок підвищення технологічності й про-
дуктивності процесів [3, 4]. 

Враховуючи досвід, накопичений у виробництві, в теперішній час проводяться 
дослідження зі створення лікарських засобів іммобілізованих клітин. Все більше уваги 
дослідники і біотехнологи приділяють розробці препаратів пробіотиків, іммобілізова-
них в носіях із полісахаридних гелів [2]. Такі препарати мають низку переваг над кла-
сичними лікарськими формами (капсули, пігулки, ліофілізовані порошки, розчини).  
Препарати іммобілізованих клітин можна ціленаправлено транспортувати в органи та 
тканини з патологічними процесами [3]. Існують теоретичні передумови, що дозволя-
ють очікувати більш високий терапевтичний ефект від застосування цих препаратів і 
можливість їхнього цілеспрямованого транспорту в певні органи та тканини. 

 
Дослідження існуючих рішень проблеми 
Іммобілізація шляхом адсорбції – найбільш м’який і кращий для живих клітин 

спосіб фіксації в порівнянні із включенням в органічні полімери [5, 6]. Він дозволяє 
значно підвищити ефективність біокаталізу і біодеградації [7].   
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Як адсорбенти мікробних клітин можуть використовуватися целюлозні плівки, 
пористе скло і хітозанові кульки. При порівнянні цих носіїв виявилося, що іммобіліза-
ція клостридій на целюлозних плівках більш ефективна для продукції олігосахаридів із 
полісахаридів, ніж на пористому склі та хітозані [8]. 

Перспективними носіями є пористі вуглецеві матеріали, зокрема, активоване ву-
гілля. Атоми вуглецю на поверхні кристалів, особливо в місцях дефектів кристалічної 
решітки, перебувають в іншому електронному й енергетичному стані, ніж атоми, що 
знаходяться в об’ємі фази. Наявність у перших вільних валентностей полегшує їх хімі-
чну і сорбційну взаємодію з різними речовинами [9]. Вугільні матеріали мають високу 
хімічну і біологічну стійкість, механічну міцність, достатню проникність для ферменту 
і субстратів, велику питому поверхню (1000 м2/г і більше). Вони забезпечують можли-
вість одержання форм біокаталізаторів, зручних у технологічному відношенні (гранул, 
тканин, волокон). Іммобілізацію біопрепаратів на вугільних матеріалах проводять за 
допомогою як адсорбції, так і хімічного зв’язування з використанням біфункціональних 
реагентів. Для іммобілізації цілих клітин можуть використовуватися глиняні та діато-
мові гранули [10, 11]. Торф’яні біофільтри з іммобілізованими бактеріями, що окислю-
ють етилен, застосовуються в овочесховищах для адсорбції етилену, що є альтернати-
вою хімічним уловлювальним агентам, які відрізняються високою вартістю і вимагають 
відновлення [12]. 

Були розроблені неорганічні носії, що містять вуглець, для створення  
високостабільних гетерогенних біокаталізаторів. Макроструктуровані керамічні носії, 
покриті шаром каталітичного волокнистого вуглецю і графітоподібним вуглецем, ус-
пішно застосовувалися для іммобілізації як бактеріальних і дріжджових клітин, що зро-
стають, так і тих, що знаходяться у спокої. Автори відзначили, що носії із шаром ката-
літичного волокнистого вуглецю забезпечують міцне зв’язування мікробних клітин, а 
також повне збереження ферментативної активності мікроорганізмів і максимальну 
стабілізацію отриманих біокаталізаторів [13–15]. 

Ковалентна модифікація різних носіїв, вперше випробувана для іммобілізації 
ферментів, може бути використана також і при зв’язуванні цілих клітин. Ковалентні 
взаємодії відбуваються між реакційно здатними карбоксильними групами та аміногру-
пами на поверхні клітини і біфункціональним агентом, що забезпечує поперечну зшив-
ку. Як агент, що зшиває, часто використовують глутаральдегід [16], хлориди хрому і 
титану [3], карбодіімід [17].  

Цілі клітини можуть бути також іммобілізовані за допомогою метало-хелатного 
методу. Цей метод заснований на хелатуючих властивостях перехідних металів, зокре-
ма, титану (IV), цирконію (IV) та ін., які є особливо привабливими через нетоксичність 
їхніх оксидів [18]. Відзначається підвищення стабільності, а також температурного і рН 
оптимумів дії ксилозо(глюкозо-)ізомерази  Arthrobacter sp. при зв’язуванні цілих клітин 
за допомогою гідроксиду кобальту [19]. 

Включення клітин мікроорганізмів у структуру полімерного носія. Іммобілізація 
мікроорганізмів шляхом включення в структуру гелів дозволяє досягти високої щільно-
сті клітин у біореакторі, що збільшує продуктивність біотехнологічних процесів. Крім 
того, мікробні клітини, іммобілізовані в матриці гідрогелю, деякою мірою, захищені від 
несприятливих впливів навколишнього середовища, таких як зміна рН та температури, 
впливу органічних розчинників і токсичних сполук у високій концентрації, а також від 
контамінації чужорідною мікрофлорою [20, 21]. 

При такій іммобілізації мікроорганізмів, як носії застосовують полімерний гель, 
полімерну плівку або полімерне волокно. Нерозчинні матеріали, які є основою для мат-
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риць подібних носіїв, можуть бути органічними або неорганічними сполуками, синте-
тичними похідними або природними продуктами [4]. 

Тривале зберігання клітин є необхідним етапом сучасних біотехнологій. Біотех-
нологічні процеси є яскравим прикладом високих технологій, з якими пов’язують перспек-
тиви багатьох виробництв. В даний час все більш пильна увага фахівців у нашій країні та 
за кордоном привертають питання довгострокового зберігання клітин в іммобілізованому 
стані [22, 23, 24, 26, 27].  

В Інституті проблем кріобіології і кріомедицини НАН України вивчали збері-
гання і метаболічну активність мезенхимальних стромальних клітин (МСК) людини у 
вигляді суспензії одиночних клітин та інкапсульованих в альгінатні мікросфери [25].  

Було встановлено, що процедура інкапсуляції не справляла істотного впливу на 
життєздатність і метаболічну активність МСК. Після кріоконсервування під захистом 
як 5 %, так і 10 % диметилсульфоксиду (ДМСО) альгінатні мікросфери зберігали стру-
ктурну цілісність, а включені в них МСК характеризувалися життєздатністю і метабо-
лічною активністю, порівнянними з відповідними показниками деконсервованої су-
спензії одиночних МСК [25]. Отримані результати свідчать про можливість збереження 
життєздатності та метаболічної активності інкапсульованих в альгінатні мікросфери 
МСК після кріоконсервування [25].  

Вивчено вплив тривалого зберігання клітин мікроорганізмів, іммобілізованих у 
кріогель полівінілового спирту, на їх виживання та біосинтез цільових метаболітів [26].   

Було показано, що пробіотичні штами мікроорганізмів Escherihcia coli, 
Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces cerevisiae, які були іммобілізовані в 1%-му аль-
гінатному гелі без добавок або з додаванням лактози, сахарози, знежиреного молока та 
захисного сахарозо-молочно-лактозного середовища, зберігали адгезивну активність 
після іммобілізації в альгінатному гелі та зберіганні за різних низьких температур про-
тягом 24 місяців (термін спостереження) [27]. 

Таким чином, на наш погляд, перспективним напрямком використання іммобілі-
зованих клітин у біотехнологічному виробництві є включення клітин мікроорганізмів у 
гель з подальшим кріоконсервуванням. Одним з найбільш перспективних носіїв є гель 
альгінату натрію. 

 
Мета та основні задачі дослідження  
Метою даної роботи є вивчення та модифікація методики іммобілізації дріж-

джових клітин Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) в гелі та довгострокове зберіган-
ня отриманих систем іммобілізованих клітин.  

Для досягнення поставленої мети необхідно вирішити наступні задачі: 
– ознайомитись з існуючими методиками іммобілізації клітин; 
– вибрати та модифікувати методику одержання іммобілізованих клітин стосов-

но даного біологічного об’єкта і носія; 
– відпрацювати метод об’єктивної оцінки життєздатності іммобілізованих в аль-

гінатні гелі дріжджових клітин; 
– дослідити вплив умов кріоконсервування на життєздатність дріжджових клі-

тин, іммобілізованих в гелі. 
 
Матеріали та методи досліджень 
В роботі використані основні загальноприйняті методи досліджень і культиву-

вання, що використовуються в системі біотехнологічної промисловості, а саме: культи-
вування дріжджів; оцінка життєздатності по колонієутворенню на агаризованих сере-
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довищах (чашковий метод Коха); нефелометричний метод визначення кількості мікро-
бних клітин. 

За основу технології іммобілізації клітин дріжджів S. cerevisiae в альгінатному 
гелі була використана методика, запропонована Shen T.J., Marshall R.T. (1993 р.) та мо-
дифікована в Інституті проблем кріобіології і кріомедицини НАН України [22–24].  

Для іммобілізації клітин S. cerevisiae в альгінатні гранули використовували  
2%-вий розчин альгінату натрію  та 0,2 М розчин кальцію хлориду CaCl2, а для розчи-
нення гранул – 4%-вий розчин дигідрату двунатрієвої солі етилендіамінтетраоцтової 
кислоти (Na2-ЕДТА). Розчини стерилізували 30 хвилин при 0,5 атм [22–24]. 

Як кріопротектор застосовували 5% розчин ДМСО. Кріоконсервуючі захисні се-
редовища: дистильована вода, 1% розчин альгінату натрію, 5% розчин ДМСО, 1 % роз-
чин альгінату натрію з додаванням 5% ДМСО.  

Швидкість охолодження: 1, 5, 10, 15˚C/хв. до мінус 40 °C з наступним занурен-
ням зразків у рідкий азот [22–24].  

Відігрів зразків проводили на водяній бані при температурі 37 °С [22–24]. 
Дріжджі, що підлягали консервації, вирощували в аеробних умовах, при опти-

мальній температурі (25–35 °С) на сусло-агарі. Культури дріжджів, в залежності від 
швидкості росту, інкубували протягом 2–3 діб – до переходу їх в фазу стаціонарного 
росту. Вирощені на агарі культури змивали захисним середовищем Файбича і готували 
густу суспензію –108 –109 КУО/мл [22, 23, 28]. 

Вихідне сусло (з показниками цукру = 11 та рН = 5,5) розбавляли водопровідною 
водою до показника цукру = 8 (по цукрометру), доводили рН до 6,8–7,2 та стерилізува-
ли в автоклаві 40 хвилин при ΔР = 0,8 атм. Частину поживного середовища готували з  
2 % агару і розливали на чашки та косяки [24, 28].  

Для приготування щільного поживного середовища використовували неохмеле-
не пивне сусло, яке розбавляли водопровідною водою до вмісту цукру 7–8° по Баллінгу 
(вимірювали цукрометром) і стерилізували у бутлях при 110 °С протягом 10 хвилин. 
Перед використанням надосадову рідину обережно зливали. Далі до 1 л стерильного 
сусла додавали 18 г агар-агару, нагрівали до розчинення агару і розливали середовище 
в стерильні пробірки або чашки, стерилізували при 110° 10 хвилин [28]. 

Рідке сусло після зливання відстояної рідини з осаду розливали у пробірки або 
колби і стерилізували при режимі, зазначеному для сусла-агару [28]. 

В ході експерименту були досліджені наступні середовища заморожування [22–
24]: 1. суспензія клітин + дистильована вода; 2. суспензія клітин + 1 % альгінат натрію; 
3. суспензія клітин + 5 % ДМСО; 4. суспензія клітин + 5 % ДМСО + 1 % альгінат на-
трію. 

Статистичну обробку отриманих даних проводили з використанням «Statistica 
V.6.» програмного забезпечення. 

 
Результати дослідження 
Етапи іммобілізації клітин S. cerevisiae в альгінатні гранули 
1. Змивали клітини зі скошеного агару в 5 мл фізіологічного розчину, таким чи-

ном отримали вихідну суспензію клітин з концентрацією змиву Ссусп. ≈ 1×1010 
КУО/мл. Кількість мікробних клітин визначали нефелометричним методом за допомо-
гою фотоелектроколориметра [22, 23]. 

2. Змішували отриману суспензію клітин з 2%-вим розчином альгінату натрію у 
співвідношенні 1:1 (до 1 мл клітин суспензії додавали 1 мл 2%-вого розчину альгінату 
натрію) [22, 23]. 
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3. У 2 мл стерильний шприц набирали 1 мл суспензії і давали урівноважитись 
суміші протягом 5 хвилин [22, 23]. 

4. В колбу, що містить 50 мл 0,2 М розчину CaCl2, з висоти 5 см із гранулятора 
по краплям випускали суміш клітин при безперервному колиханні колби (з 1 мл отри-
мували  97– 98 крапель, тобто об’єм крапель складав 0,01 мл, а діаметр – 2,6–2,7 мм) та 
залишали на 1 годину для затвердіння при температурі (20+2) °С [22, 23].  

5. Отримані гранули діставали з розчину CaCl2 за допомогою сита або мікробіо-
логічної петлі, частину гранул поміщали у кріокапсули (по 10 гранул у 1 мл кріокапсу-
лу) для подальшого кріоконсервування, а частину розчиняли у 4%-вому розчині Na2-
ЕДТА при кімнатній температурі та визначали життєздатність чашковим методом для 
контролю: 10 гранул поміщали в 10 мл 4%-вого Na2-ЕДТА на 20 хвилин, при цьому ро-
збавлення складає (-2). Після розчинення сіяли на чашки з агаром з розведень (-5) і (-6) 
[22, 23]. 

6. До 1 мл суспензії клітин з концентрацією Ссусп ≈ 1×1010 КУО/мл додавали 1 
мл фізіологічного розчину та проводили посів з розведень (-5) і (-6) для контролю [22, 
23]. 

7. Заморожування клітинної суспензії та гранул проводили по програмах розро-
бленим в Інституті проблем кріобіології і кріомедицини  НАН України: 1-етапне охо-
лодження зі швидкостями 0,4; 4; 40 °С/хв., 2-етапне зі швидкістю охолодження на пер-
шому етапі 0,02–0,2 °С/хв. від 20 °С до мінус 20 °С та зі швидкістю на другому етапі  
2–3 °С/хв. в інтервалі температур від мінус 20 °С до мінус 196 °С, а також занурення в 
рідкий азот. Заморожені зразки відігрівали на водяній бані при 37 °С [22, 23].  

Назва «альгінати» об’єднує велику групу природних полімерних речовин, склад, 
структура і молекулярна маса яких залежить від джерела походження виділення, райо-
ну вирощування сировини, сезону заготівлі тощо. Рослинні альгінати добувають луж-
ною екстракцією з бурих водоростей, що належать до родів Ascophyllum, Laminaria, 
Fucus, Macrocystis, Sargassum та ін. [4]. 

Що стосується будови, то всі альгінати представляють собою нерозгалужені 
блок-сополімери солей двох уронових кислот [4]: 

 

  
 
              D-маннуронова кислота   L-гулуронова кислота 
 
Полісахаридні ланцюги включають блоки, що складаються переважно з одного 

виду вуглеводних залишків, а також ділянки з більш-менш регулярним чергуванням 
ланок обох кислот, з’єднаних 1→4-глікозидними зв’язками. Сумарне співвідношення: 
маннуронат / гулуронат – одна з найважливіших характеристик альгінатів, що визначає 
гелеутворюючі властивості тієї або іншої марки полімеру. Справа в тому, що ділянки з 
олігоманнуроновими послідовностями мають близьку до лінійної «стрічкову» структу-

НО 

ОН 

НО 
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ру, тоді як олігогулуронові фрагменти ланцюгів мають складчасту конформацію, що 
нагадує гармошку, яка при наявності в середовищі зшиваючих противоіонів (Са2+, Ва2+, 
Al3+, Fe3+ та ін.) сприяє формуванню просторово впорядкованих зон, що виконують 
роль вузлів сітки іонотропного студню (рис. 1), причому у випадку катіонів, що мають 
вакантні координаційні орбіталі, відбувається ще й стабілізація точок зв’язування лан-
цюгів за рахунок утворення хелатних комплексів за участю гідроксильних груп залиш-
ків гулуронової кислоти (моделі цих елементів структури полімерного каркаса альгіна-
тних гелів одержали назву «коробки для яєць» (egg-box). Тому зразки альгінатів зі зни-
женим вмістом гулуроната утворюють менш міцні гелеві матриці, ніж препарати з не-
високою часткою маннуроната [4].  

 
 

а) в розчині          б) альгінатний гель 
 

1 – олігогулуронатні блоки; 2 – олігоманнуронатні блоки; 3 – зшиваючі противоіони;  
4 – розчинник 

Рисунок 1 – Схема утворення альгінатного гелю в присутності низькомолекулярних  
зшиваючих противоіонів [4] 

 
Міцністні показники, мікро- і макроструктура альгінатних носіїв також залежать 

від концентрації гелеутворювачів і способу приготування іонотропного студню. Якщо 
реалізується варіант, де зшиваючі поліелектроліт іони дифундують у розчин альгінату 
ззовні, як, наприклад, при потраплянні краплі в розчин крос-агента, то гель, що утво-
рюється в результаті цього, як правило, макрогетерогенний і містить неоднорідності, 
що представляють собою області з різною концентрацією полімеру, швидкість дифузії 
речовин через які неоднакова. Якщо ж розчини полімеру і зшивача змішують швидко, 
то утворений гель більш ізотропний [4]. 

Включення біомаси в альгінатний гель проводили, додаючи по краплях суспен-
зію клітин в розчині альгінату натрію до розчину солі кальцію хлориду або ацетату. 
Оскільки іонні реакції проходять дуже швидко, то тонкий шар гелю по периферії краплі 
утворюється практично відразу ж, а далі катіони Са2+ дифундують в середину частинки, 
«зшиваючи» полімерні ланцюги в сітку іонотропного студню (рис. 2) [4]. 

У зв’язку з тим, що отримані гранули не розчиняються у фізіологічному розчині 
та дистильованій воді, було запропоновано розчинник – 4% розчин Na2-ЕДТА. Зазви-
чай носії на основі кальцій-альгінатного гелю стійкі при експлуатації в рідких середо-
вищах, де постійно є деяка кількість зшиваючих противоіонів, що перешкоджає дисоці-
ації сольових мостиків іонотропного студня. Коли ж в рідині, що омиває іммобілізова-
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ний біокаталізатор, присутні, наприклад, іони натрію, то завдяки обміну Са2+ на Na+ 
відбувається поступове розм’якшення і наступне розчинення гелю. З точки зору стабі-
льності носія це – небажане явище, але з іншого боку, даний прийом розчинення гелю, 
що містить клітини, дозволяє провести підрахунок кількості мікроорганізмів у біоката-
лізаторі на різних етапах його функціонування. Якщо в середовищі знаходяться речо-
вини, здатні при взаємодії з іонами кальцію утворювати сполуки, константи дисоціації 
яких нижче відповідних констант дисоціації іонних пар у гелі, то за рахунок зсуву рів-
новаги буде відбуватися «екстракція» зшивача і руйнування матриці носія. Саме із цієї 
причини альгінатні студні не стабільні в присутності фосфатів, сульфатів, комплексонів 
типу ЕДТА, а також деяких органічних кислот [4]. 

Розчин ДМСО належить до проникних кріопротекторів та перешкоджає форму-
ванню кристалів льоду за рахунок утворення водневих зв’язків з молекулами води. Це 
попереджає швидке наростання концентрації солей в позаклітинному середовищі та 
пошкодження клітин в результаті осмотичного шоку [29].  
                           

 
 

Рисунок 2 – Зображення дріжджових клітин, що іммобілізовані в альгінат кальцію [4]  
 
Обладнання для іммобілізації клітин в іонотропні гелеві матриці. Для при-

готування великих кількостей гранул використовували спеціальні пристрої – грануля-
тори. Принципові схеми двох грануляторів [4] зображені на рис. 3. 

У першому випадку (а) суспензія мікроорганізмів у розчині гелеутворювача 1 
продавлюється через капіляр 3, а в коаксіальну з ним зовнішню трубку 4 подається ре-
гульований потік стерильного повітря або інертного газу, який зриває краплі рідкої фа-
зи з отвору капіляра. Підбором внутрішніх діаметрів каналів, тиском, що прикладається 
до рідини, а також і швидкістю потоку газу можна в широких межах варіювати розмір 
крапель і продуктивність гранулятора. 

У другому випадку (б) рідина з клітинами 1 під тиском надходить у невелику 
камеру 7, що має знизу на виході капіляр 3, а функцію верхньої кришки камери виконує 
міцна гумова мембрана 8, в яку впирається шток 9, що передає на мембрану змінні ко-
ливання певної частоти. Ці коливання далі поширюються по рідині та порушують цілі-
сність струменя, що виходить з капіляра, дроблячи його на краплі. Було показано, що за 
допомогою такого гранулятора можна успішно і у великих кількостях отримувати не 
тільки кульки альгінатного студню, що містять мікроорганізми, а й аналогічні частинки 
на основі термотропних гелевих матриць [4]. 

У лабораторії при отриманні невеликих партій іммобілізованих біокаталізаторів 
ці операції можна виконувати за допомогою звичайного шприца або дозуючого насоса, 
подбавши про дотримання стерильності. 
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Після вивчення впливу концентрації альгінату, концентрації клітин та діаметра 
гранул на ефективність процесу включення дріжджових клітин в альгінатний гель було 
розроблено умови іммобілізації. 

3

17

8

9

2

10

6

 
 

Рисунок 3 – Схеми грануляторів, призначених для отримання значних кількостей  
частинок іонотропних гелів, що містять іммобілізовані клітини [4] 

 
1 – клітини, що підлягають іммобілізації, суспендовані в розчині гелеутворюючого полімеру;  

2 – тиск, прикладений до суспензії клітин; 3 – капіляр; 4 – трубка для подачі потоку газу;  
5 – подача стерильного повітря або інертного газу; 6 – краплі рідкої фази;  

7 – камера гранулятора; 8 – гумова мембрана; 9 – шток;  
10 – струмінь рідини на виході з капіляра 

 
Вивчення впливу середовища заморожування на життєздатність клітин  

S. cerevisiae при різних режимах в процесі кріоконсервування 
Етапи проведення експерименту: 
1. Змивали з семи косяків дистильованою водою (по 5 мл) в одну колбу 35 мл 

суспензії клітин [22–24]. 
2. Підраховували концентрацію клітин у камері Горяєва і розбавляли отриману 

суспензію до концентрації 5×108 КУО/мл. В процесі розбавлень посівна концентрація 
дорівнювала у всіх зразках 2,5×108 КУО/мл [22–24]. 

3. Перша експериментальна група – 10 мл суспензії клітин (С = 5×108 КУО/мл) 
+ 10 мл дистильованої води [22–24]. 

4. Друга експериментальна група – 10 мл суспензії клітин (С = 5×108 КУО/мл) + 
10 мл 2 % альгінату натрію (1% альгінату натрію в загальному об’ємі) [22–24]. 

5. Третя експериментальна група – 10 мл суспензії клітин (С = 5×108 КУО/мл) + 
10 мл 10 % ДМСО (5 % ДМСО у загальному об’ємі) [22–24]. 

6. Четверта експериментальна група – 10 мл суспензії клітин (С = 5×108 
КУО/мл) +5 мл 20 % ДМСО + 5 мл 4 % альгінату натрію (5% ДМСО і 1 % альгінату на-
трію у загальному об’ємі) [22–24]. 
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7. Контрольну групу (К1, К2, К3, К4) – зразки з кожної експериментальної гру-
пи – висівали на чашки Петрі з сусло-агаром (по 5 штук) із розбавлень (-5) та (-6) [22–
24]. 

8. Дослідні зразки охолоджували зі швидкостями: 1; 5; 10; 15 °С/хв. до мінус 
40 °С з подальшим зануренням у рідкий азот. Також заморожування зразків проводили 
безпосереднім зануренням у рідкий азот [22–24]. 

9.  Зразки відігрівали на водяній бані при температурі 37 °С [22–24]. 
10.  Життєздатність дріжджів S. cerevisiae оцінювали чашковим методом Коха. 
11.  Контроль здійснювали за життєздатністю нативних клітин дріжджів  

S. cerevisiae, ресуспендованих у вищезазначених захисних середовищах, висіваючи їх 
на агаризовані ростові середовища [22–24]. 

У ході досліджень було встановлено, що на життєздатність клітин S. cerevisiae у 
процесі кріоконсервування впливають як склад середовища кріоконсервування, так і 
режими охолодження. У всіх середовищах заморожування, як без захисних компонен-
тів, так і з додаванням кріопротектора, найбільш високі результати отримані при охо-
лодженні зі швидкістю 1 °С/хв. (рис. 4). Показники життєздатності в зразках становили 
відповідно: 73,1 % – у дистильованій воді; 90,8 % – в 1 % розчині альгінату натрію;  
87,1 % – в 5 % розчині ДМСО і 86,1 % – в 1 % розчині альгінату натрію з додаванням 5 
% ДМСО [22–24]. 

При підвищенні швидкості охолодження від 5 °С/хв. до 15 °/хв. кількість життє-
здатних клітин вірогідно зменшувалася. При зануренні в рідкий азот показник життє-
здатності знижувався відповідно по групах: до 0,4; 1,9; 0,7; 0,6 % [22–24] (рис. 4,  
рис. 5). 

 

 
 

Рисунок 4 – Життєздатність клітин  
S. cerevisiae після заморожування зі  

швидкістю 1 °С/хв 
 

1 групі – дистильованій воді; 2 групі – 1% 
розчині альгінату натрію; 3 групі – 5% роз-

чині ДМСО; 4 групі – 1% розчині  
альгінату натрію + 5% ДМСО 

 

 
 

Рисунок 5 – Життєздатність клітин S. 
cerevisiae,  

суспендованих в наступних експерименталь-
них середовищах, після занурення в рідкий 

азот 
 

1 група – дистильована вода; 2 група –  
1% розчин альгінату натрію; 3 група – 5% роз-
чин ДМСО; 4 група – 1% розчин альгінату на-

трію + 5% ДМСО 
 
Що стосується середовищ заморожування, найбільш низьку життєздатність спо-

стерігали при заморожуванні клітин, ресуспендованих у дистильованій воді, при цьому 
встановлена залежність життєздатності від режимів охолодження (рис. 6). 

При заморожуванні дріжджів в 1 % розчині альгінату натрію зі швидкостями 1, 
5, 10, 15 °С/хв. і при зануренні в рідкий азот кількість життєздатних клітин становила 
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відповідно: 90,8; 74,5; 38,1; 16,0; 1,8 % [22–24] (рис. 7). 
 

 
 

Рисунок 6 – Залежність життєздатності клітин 
S. cerevisiae від режимів охолодження при за-
морожуванні клітин, ресуспендованих в дис-

тильованій воді 
 

 
 

Рисунок 7 –  Залежність життєздатності клітин 
S. cerevisiae від режимів охолодження при  

заморожуванні клітин в 1% розчині альгінату 
натрію 

 
При заморожуванні клітин в 5 % розчині ДМСО і в 1 % розчині альгінату натрію 

з додаванням 5 % ДМСО, кількість життєздатних клітин також зменшувалася в міру 
підвищення швидкості охолодження, але вірогідно не відрізнялася від показника жит-
тєздатності клітин у зразках заморожених в 1 % розчині альгінату натрію [22–24] (рис. 
8, рис. 9). 

 

 
 

Рисунок 8 – Залежність життєздатності клітин  
S. cerevisiae від режимів охолодження при замо-

рожуванні клітин в 5% розчині ДМСО 

 
 
Рисунок 9 – Залежність життєздатності клі-
тин S. cerevisiae від режимів охолодження 
при заморожуванні клітин в 1% розчині 

альгінату натрію з додаванням 5% ДМСО 
 
Висновки. Спираючись на літературні данні було обрано методику іммобілізації 

та довгострокового зберігання дріжджових клітин S. сerevisiae. 
Встановлено, що на життєздатність неіммобілізованих і іммобілізованих в альгі-

натному гелі клітин S. cerevisiae впливає режим охолодження.  
Показана залежність життєздатності клітин від швидкості охолодження. Мініма-

льне значення кількості життєздатних клітин спостерігали при швидкому охолодженні. 
Зі зниженням швидкості охолодження життєздатність клітин у заморожених зразках 
зростала. 

При всіх режимах заморожування спостерігали кріозахистний ефект альгінатно-
го гелю. Життєздатність клітин іммобілізованих препаратів була вірогідно вище в порі-
внянні з неіммобілізованими клітинами.  
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Результати експериментів показали, що життєздатність іммобілізованих клітин 
була вище, чим вільних клітин дріжджів. Можливо, гелева матриця проявляє протекти-
вну дію на клітини дріжджів у процесі заморожування.  
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ВИКОРИСТАННЯ МЕТОДИКИ АНАЛІЗУ ІММОБІЛІЗОВАНИХ ДРІЖДЖІВ 
SACCHAROMYCES CEREVISIAE В БІОТЕХНОЛОГІЧНІЙ ПРОМИСЛОВОСТІ 

 
Робота присвячена сучасному стану та проблемам іммобілізації клітин мікроор-

ганізмів, а також довгостроковому зберіганню систем іммобілізованих клітин для по-
треб біотехнологічних виробництв.  

В експериментальній частині розроблені умови іммобілізації дріжджових клітин 
S. cerevisiae в альгінатному гелі та визначення їх життєздатності, що давало високу по-
вторюваність результатів дослідів.  

Результати експериментів показали, що життєздатність іммобілізованих клітин 
була вище, чим вільних клітин дріжджів. Так, при заморожуванні дріжджів в 1 % роз-
чині альгінату натрію зі швидкостями 1, 5, 10, 15°С/хв. і при зануренні в рідкий азот 
кількість життєздатних клітин становила: 90,8; 74,5; 38,1; 16,0; 1,8 %. На основі аналізу 
літературних джерел, можна зробити висновок що, гелева матриця проявляє кріопроте-
ктивну дію на клітини дріжджів у процесі заморожування.  

Вивчено комплексний вплив режимів охолодження та консервуючих захисних 
середовищ, що містять альгінат натрію, на життєздатність дріжджів. Експериментально 
показано перевагу зберігання клітин в іммобілізованому стані. Встановлено, що на 
життєздатність клітин S. cerevisiae в процесі кріоконсервування впливають швидкість 
охолодження і склад середовища консервування. У всіх середовищах заморожування, 
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як без захисних компонентів, так і з додаванням кріопротектора, найбільш високі ре-
зультати отримані при охолодженні зі швидкістю 1 °С/хв. Показники життєздатності в 
зразках становили: 73,1 % – у дистильованій воді; 90,8 % – в 1 % розчині альгінату на-
трію; 87,1 % – в 5 % розчині ДМСО і 86,1 % – в 1 % розчині альгінату натрію з дода-
ванням 5 % ДМСО. При заморожуванні клітин в 5 % розчині ДМСО і в 1 % розчині 
альгінату натрію з додаванням 5 % ДМСО, кількість життєздатних клітин також змен-
шувалася в міру підвищення швидкості охолодження, але вірогідно не відрізнялася від 
показника життєздатності клітин у зразках заморожених в 1 % розчині альгінату на-
трію. Для клітин S. cerevisiae найкращі результати за життєздатністю отримані при по-
вільному охолодженні для всіх кріозахисних середовищ. 

Одержані результати дозволяють рекомендувати альгінат натрію як носій кріо-
консервованих іммобілізованих клітин при використанні в біотехнологічних виробниц-
твах для одержання біологічно активних речовин. 

Ключові слова: іммобілізація клітин, включення в структуру гелю, альгінатні 
мікросфери, кріоконсервування, життєздатність клітин, дріжджі Saccharomyces 
cerevisiae 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДИКИ АНАЛИЗА ИММОБИЛИЗИРОВАННЫХ 
ДРОЖДЕЙ SACCHAROMYCES CEREVISIAE В БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОЙ  

ПРОМЫШЛЕННОСТИ 
 

Работа посвящена современному состоянию и проблемам иммобилизации кле-
ток микроорганизмов, а также долгосрочному хранению систем иммобилизованных 
клеток для биотехнологических производств. 

В экспериментальной части разработаны условия иммобилизации дрожжевых 
клеток S. cerevisiae в альгинатном геле и определение их жизнеспособности, что давало 
высокую воспроизводимость результатов опытов. 

Результаты экспериментов показали, что жизнеспособность иммобилизованных 
клеток была выше, чем свободных клеток дрожжей. Так, при замораживании дрожжей 
в 1 % растворе альгината натрия со скоростями 1, 5, 10, 15 °С/мин. и при погружении в 
жидкий азот количество жизнеспособных клеток составляло: 90,8; 74,5; 38,1; 16,0;  
1,8 %. На основе анализа литературных источников, можно сделать вывод, что гелевая 
матрица оказывает криопротективное действие на клетки дрожжей в процессе замора-
живания. 

Изучено комплексное влияние режимов охлаждения и консервирующих защит-
ных сред, содержащих альгинат натрия, на жизнеспособность дрожжей. Эксперимен-
тально показано преимущество хранения клеток в иммобилизованном состоянии. Ус-
тановлено, что на жизнеспособность клеток S. cerevisiae в процессе криоконсервирова-
ния оказывают влияние скорость охлаждения и состав среды консервирования. Во всех 
средах замораживания, как без защитных компонентов, так и с добавлением криопро-
тектора, наиболее высокие результаты получены при охлаждении со скоростью  
1 °С/мин. Показатели жизнеспособности в образцах составляли: 73,1 % – в дистиллиро-
ванной воде; 90,8 % – в 1 % растворе альгината натрия; 87,1 % – в 5 % растворе ДМСО 
и 86,1 % – в 1 % растворе альгината натрия с добавлением 5 % ДМСО. При заморажи-
вании клеток в 5 % растворе ДМСО и в 1 % растворе альгината натрия с добавлением  
5 % ДМСО, количество жизнеспособных клеток также уменьшалось по мере повыше-
ния скорости охлаждения, но вероятно не отличалось от показателя жизнеспособности 
клеток в образцах, замороженных в 1 % растворе альгината натрия. Для клеток  
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S. cerevisiae наилучшие результаты по жизнеспособности получены при медленном ох-
лаждении для всех криозащитных сред. 

Полученные результаты позволяют рекомендовать альгинат натрия как носитель 
иммобилизованных криоконсервированных клеток при использовании в биотехнологи-
ческих производствах для получения биологически активных веществ. 

Ключевые слова: иммобилизация клеток, включение в структуру геля, альги-
натные микросферы, криоконсервирование, жизнеспособность клеток, дрожжи 
Saccharomyces cerevisiae 
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USE OF ANALYSIS TECHNIQUE FOR IMMOBILIZED YEAST SACCHAROMYCES 
CEREVISIAE IN THE BIOTECHNOLOGICAL INDUSTRY 

 
Article is devoted to the current state and problems of microbial cells immobilization 

and also prolonged storage of immobilized cells systems for the aims of biotechnological in-
dustry. 

In the experimental part immobilization conditions for the cells S. cerevisiae in algi-
nate gel and vitality test, which had given high reproducibility of experimental results, were 
developed.  

Experimental results showed that viability of immobilized cells was higher than that of 
free yeast cells. It is possible that gel matrix has a protective effect on yeast cells during freez-
ing.  

Comprehensive effect of cooling modes and preservation protective mediums, which 
contain sodium alginate, on viability of yeasts has been investigated. Advantage of yeast cells 
storage in immobilized state was shown experimentally. It was found that cooling mode and 
composition of preservation medium affect on the viability of S. cerevisiae cells during cryo-
preservation. In all freezing medium, both without protective components and with addition 
of a cryoprotective agent, the best results were obtained with cooling at a rate of 1°C/min.  
Viability indices in the samples were: 73.1 % – in distilled water; 90.8 % – in 1 % sodium al-
ginate solution; 87.1 % – in 5 % DMSO solution and 86.1 % – in 1 % sodium alginate solu-
tion with the addition of 5 % DMSO. When cells were frozen in a 5 % DMSO solution and in 
a 1 % sodium alginate solution with the addition of 5 % DMSO, number of viable cells also 
decreased as cooling rate increased, but, probably, did not differ from the cell viability index 
in those samples that were frozen in 1 % sodium alginate solution. The highest results of vi-
ability for S. cerevisiae yeast cells were obtained during slow cooling for all cryoprotective 
mediums. For the first time, high cryoprotective properties of sodium alginate solution, were 
shown.  

Obtained results are enable to recommend the sodium alginate as a carrier for cryopre-
served immobilized cells when using it in biotechnological processing for biologically active 
substances production. 

Keywords: cell immobilization, gel inclusions into structure, alginate microspheres, 
cryopreservation, cell viability, yeast Saccharomyces cerevisiae. 

 
 


