
НАУЧНЫЕ ВЕДОМОСТИ У: Серия Естественные науки. 2014. № 17 (188). Выпуск 28 129

УДК 582. 282. 232: 615.01441

СОХРАННОСТЬ СВОБОДНЫХ И ИММОБИЛИЗОВАННЫХ В АЛЬГИНАТНОМ ГЕЛЕ ДРОЖЖЕЙ 
8ДССНДЙ0М УСЕ8 С ЕЙ ЕЖ Ш Е ПОСЛЕ ХРАНЕНИЯ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ТЕМПЕРАТУРАХ

В статье представлены экспериментальные данные, полученные 
при сравнительной оценке влияния различных температур хранения 
на жизнеспособность свободных и иммобилизованных клеток 
дрожжей Засскаготусез сегеигзгае. Выявлены и обоснованы возмож­
ные механизмы криоповреждения и криозащиты клеток, для решения 
ряда практических задач связанных с повышением надежности и эф­
фективности технологии консервации дрожжей. Установлено, что 
наиболее эффективным было хранение при температурах -80 и -196°С. 
В процессе хранения при 4°С выявлено временное увеличение количе­
ства колониеобразующих единиц, связанное с индукцией формирова­
ния аскоспор диплоидными клетками.
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В в е д е н и е

В биотехнологических производствах и в научны х исследованиях, посвящ енны х созд а­
нию  новы х векторны х систем, ш ироко использую т дрож ж и. С пом ощ ью  ш там м ов-продуцентов 
на основе дрож ж ей в настоящ ее время получаю т аминокислоты , витамины , органические к и с­
лоты , антибиотики, горм оны  и различны е биологически активны е вещ ества [1 -3 ]. Все ш ире в 
технологических линиях прим еняю т гетерогенны е биокатализаторы  на основе им м обилизо­
ванны х дрож ж евы х клеток, которы е им ею т ряд эконом ических и экологических преимущ еств. 
Н ативны е и м одиф ицированны е клетки дрож ж ей, иммобилизованны е в носителях, использую т 
в пищ евой и ф армацевтической пром ы ш ленности, ветеринарии и сельском  хозяйстве.

Д ля хранения стартовы х культур м икроорганизм ов-продуцентов, пром еж уточны х про­
дуктов биотехнологических производств, м едицинских и ветеринарны х препаратов, а такж е 
пищ евы х продуктов, содерж ащ их микроорганизмы , прим еняю т гипотерм ическое хранение и 
хранение при ум еренно низких тем пературах [1]. Д ля долгосрочного хранения коллекций м и к ­
роорганизм ов и некоторы х ком м ерческих препаратов, содерж ащ их микробны е клетки, при м е­
няю т лиоф илизацию  и криоконсервирование. Н есмотря на то, что в настоящ ее время криобио­
логи  им ею т в своем  распоряж ении достаточно больш ое количество м етодов, позволяю щ их либо 
снизить отрицательное действие повреж даю щ их ф акторов низких температур, либо полностью  
избеж ать некоторы х из них, соверш енствование стары х и создание новы х м етодов консервиро­
вания по-преж нем у является актуальной проблемой в прикладной микробиологии [2].

П омимо прикладного значения исследование влияния низких тем ператур на им м оби­
лизованны е дрож ж евы е клетки представляет значительны й теоретический интерес, т.к. м ор ­
ф оф ункциональны е особенности, м етаболизм  дрож ж ей позволяю т изучать тонкие механизмы  
криоповреж дения и криозащ иты  биологических объектов в гелевы х матрицах. Влияние н и зко­
тем пературного хранения на клетки дрож ж ей, им мобилизованны х в гелевы х носителях, и зу­
чено мало.

Ц ель работы  -  сравнительное изучение ж изнеспособности свободны х и им мобилизо­
ванны х в геле альгината натрия клеток дрож ж ей З .сегеуш ае  после хранения при различны х 
температурах.

О б ъ е к т ы  и  м е т о д ы  и с с л е д о в а н и я

О бъектом  исследования бы ли дрож ж евы е клетки Засскагот усез сегеуш а е  (раса полу­
чена из РНИИ хлебопекарской пром ы ш ленности, г. Санкт -  П етербург). Д рож ж и культивиро­
вали по стандартной методике в неохм еленном  пивном  сусле (8 °Б), при 30°С с аэрацией, до 
начала стационарной ф азы  роста. И м мобилизацию  клеток в геле альгината натрия (РоойсЬеш  
1п1:егпайопа1 Согрогайоп, Китай) проводили по методу, предлож енном у в [4]. Х ранили образцы  
в холодильны х кам ерах при тем пературах 4; -20; -80°С. Ч асть образцов зам ораж ивали погру­
ж ением  в ж идкий азот (-196°С). П ри охлаж дении образцов до -20 и -80°С бы ли реализованы  
неконтролируем ы е скорости охлаж дения в холодильны х камерах. Д еполим еризацию  гранул
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проводили в 4% -ном  водном  растворе Э Д ТА  (81ш а§сЬеш  Согрогайоп, Китай). [5]. Ж изнеспо­
собность дрож ж ей 8.се^еV^5^ае оценивали по двум  критериям: 1 -  по способности образовывать 
макроколонии на поверхности агаризованны х сред («чаш ечны й» м етод Коха); 2 -  по ды ха­
тельной активности клеток (ТТС -  тест) [6,7]. Д ы хательную  активность клеток определяли по 
количеству восстановленного в ф орм азан хлорида тетразолия (Л1коп, Китай) спектроф отом ет­
рически. И нтенсивность окраски регистрировали путем измерения оптической плотности при 
длине волны  490нм  на спектроф отом етре «Руе И ш саш  8Р-8000» (Англия). Количество форма- 
зана определяли, используя м олярны й коэф ф ициент экстинкции -  20200. П олученны е д ан ­
ные статистически обрабаты вали по м етоду Стью дента с прим енением  ком пью терной п р о ­
граммы  Е хсе1.

Р е з у л ь т а т ы  и  и х  о б с у ж д е н и е
В ходе исследований бы ли проведены  две серии эксперим ентов. В первой серии иссле­

довали ж изнеспособность свободны х и им м обилизованны х клеток после краткосрочного х р а ­
нения в течение 36 сут, при тем пературе 4°С. Свободны е клетки бы ли суспендированы  в д е ­
ионизированной воде и в  пивном  сусле, альгинатные гранулы  с имм обилизованны ми в них 
клеткам и -  в  сухом  виде и в деионизированной воде. П осле хранения суспензии свободны х 
клеток в деионизированной воде количество КО Е/мл через 8 сут снизилось до 78±4.5% . На 15-е 
и 20-е сутки количество КО Е/мл повы ш алось соответственно до 92.9±7.3 и 105±8.5%, а на 36-е 
сутки хранения снизилось до 71.9±5.3% . К оличество КО Е/мл в образцах суспензии клеток в 
пивном сусле через 8 сут не изменилось, через 15 и 20 сут повы ш алось соответственно до 
120±8.7 и 135± 9.8% и через 36 сут снизилось до значений исходного контроля.

После хранения альгинатны х гранул с им мобилизованны м и клеткам и в деион изиро­
ванной воде количество КОЕ/мл в течение 15 сут не изменялось, через 20 сут повы силось до 
124±4.5%  и через 36 сут снизилось до значений исходного контроля. В сухих гранулах коли ч е­
ство КО Е/мл через 8 сут хранения не изменялось. При последую щ ем  хранении количество 
КО Е/мл повы силось через 20 сут до !57±9-7%  и через 36 сут снизилось до 140±8.2%  (рис.1).

Рис. 1. Способность 
к  колониеобразо- 
ванию  у  дрож ж ей 
8. сегеьгзгае после 

хранения в течение 
36 сут при 4°С: ®  -  
сухие гранулы, П -  
гранулы  в деиони­

зированной воде, А  
-  суспензия в пив­
ном  сусле, О  -  сус­
пензия в  деионизи­

рованной воде

Во второй серии эксперим ентов изучали ж изнеспособность свободны х и им м обилизо­
ванны х клеток 8. сегеуш а е  после хранения в течение 6 м ес при тем пературах 4; -20; -80; 
-196°С. Свободны е клетки бы ли суспендированы  в дистиллированной воде, альгинатны е гра­
нулы  с им мобилизованны ми клеткам и бы ли в сухом  виде. Ж изнеспособность клеток при 4°С в 
этих эксперим ентах бы ли аналогична результатам  преды дущ их эксперим ентов. П осле хр ан е­
ния свободны х клеток в  дистиллированной воде количество КО Е/мл через сутки снизилось до
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86.14±6.7% , через 10 дней повы силось до 109-47±9-4%, через 20 дней -  до 11б.12±8.6% . При по­
следую щ ем  хранении количество КО Е/м л пониж алось и составляло на 180-е сутки 5 4 .5 5 ±3 .6 7 % 
от исходного контроля. Количество КО Е/мл в образцах им м обилизованны х клеток на 20-е сут­
ки хранения бы ло значительно вы ш е исходны х показателей и составляло соответственно 
164.2±3.6% . Д алее с увеличением  срока хранения происходило сниж ение этого показателя до 
91.6±4.84%  через 6 м есяцев гипотерм ического хранения.

П осле хранения при тем пературе -20°С количество КО Е/мл в образцах свободны х к л е­
ток дрож ж ей З.сетеушае через сутки снизилось до 47,02±1,7%  от исходного контроля. С увел и ­
чением  сроков хранения количество ж изнеспособны х клеток продолж ало сниж аться и соста­
вило через 180 дней 2.49±0.53% . В образцах с им м обилизованны ми клеткам и количество 
КО Е/мл через сутки снизилось до 66.45±1.5б% . П ри последую щ ем  хранении количество ж и з­
неспособны х им мобилизованны х клеток продолж ало сниж аться и составило через 180 дней 
13 ,4 6 ±0 ,9 3 %.

П ри тем пературе -80°С показатель ж изнеспособности в  образцах свободны х клеток ч е ­
рез сутки снизился до 53.74±2.71% , через 10 сут -  до 32.07±1.32%  и оставался на этом уровне до 
30 сут хранения. В последую щ ие 40-180 сут хранения число КО Е/мл сниж алось соответственно 
до 16.8з ±1.1 и 16.37±1.7% . В образцах им мобилизованны х клеток наблю дали сниж ение ж и зн е­
способности через сутки до 77.б9±1.88% , а через 10 сут -  до 54.б4±1.47% . В процессе последую ­
щ его хранения дополнительная гибель им мобилизованны х дрож ж евы х клеток не происходила 
(рис. 2).

Рис.2. Ж изнеспособность клеток дрож ж ей 8 .сегеу ш ае после хранения при различны х тем пера­

-  суспензия свободны х клеток; □  -  им м обилизованны е клетки

В образцах свободны х и им мобилизованны х клеток, хранивш ихся при -196°С, гибель 
происходила только на этапах зам ораж ивания -  оттаивания. Количество КО Е/мл в образцах 
свободны х клеток через сутки составляло 5.52±0.47% , в образцах им мобилизованны х клеток -  
1.10±0.28% . Через 180 сут количество КО Е/мл в образцах свободны х и им мобилизованны х кле­
ток не изменилось.

П олученны е результаты  подтверж даю т предполож ение, установленное нами ранее, что 
при вы соких скоростях охлаж дения происходит наруш ение целостности структуры  альгинат­
ны х гранул, что является дополнительны м  повреж даю щ им  ф актором  гибели им м обилизован­
ных клеток.

Анализ показателей ж изнеспособности клеток дрож ж ей 8. сетеушае свидетельствует о 
различиях в  реакции клеток на повреж даю щ ие факторы, воздействую щ ие на клетки при 4°С и 
тем пературе ниж е 0°С. И сследуем ы е нам и образцы  находились в разны х тем пературны х зонах, 
вы зы ваю щ их те или ины е изменения в структурно-ф ункциональном  состоянии клеток и ока­
зы ваю щ их определенное влияние на обм ен вещ еств и другие показатели ж изнеспособности.
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О бщ еизвестно, что механизм ы  летальны х повреж дений клеток различного уровня о р ­
ганизации при тем пературах ниже 0°С и при субнулевы х тем пературах различаю тся. П ри за ­
мораж ивании ниже 0°С повреж дения клеток связаны  с процессами кристаллообразования 
льда внутри клеток и во внеклеточной среде. П ом имо возм ож ного механизм а повреж дения 
клеток кристаллам и льда ведущ ую  роль в криоповреж дениях отводят осмотическим  гради ен ­
там, процессам  дегидратации, приводящ им  к уменьш ению  их объема, гиперконцентрации со ­
лей, изменению  значения рН внутриклеточной среды  и некоторы м  другим  ф акторам  [8].

М еханизмы  летальны х повреж дений клеток при тем пературах близких к 0°С связаны  
не с процессам и кристаллообразования льда, а с тем пературозависим ы ми и пролонгирован­
ным и по врем ени изменениями свойств и структур клеток [8]. П ри этом  у  разн ы х по строению  
клеток (бактерий, дрож ж ей, эритроцитов, гепатоцитов, перевиваемы х клеток эукариот) прева­
лирую т те или ины е изменения структур и ф ункций клеток. О бщ им и из них являю тся ослабле­
ние гидроф обны х взаим одействий и ф азовы е переходы  аннулярны х липидов в мембранах, 
наруш ение транспорта кислорода и м етаболитов, воды, ионов и биомолекул, поддерж иваю щ их 
нормальны й уровень метаболизм а. Эти наруш ения приводят к изменению  системы  синтеза 
белков, нуклеиновы х кислот и процессов энергопродукции, активации м ем бранны х ф осф оли- 
паз [9,10]. М ож но бы ло предполагать, что во всех образцах с клеткам и 8 .сегеп(з1ае, хранивш и­
мися при 4°С, будет происходить постепенное сниж ение количества КОЕ/мл. О днако во всех 
проведенны х эксперим ентах при хранении, как клеточны х суспензий, так и альгинатны х гра­
нул с им мобилизованны м и в них клеткам и мы  наблю дали врем енное повы ш ение числа 
КОЕ/мл, превы ш аю щ ее показатели исходного контроля. В образцах с суспензиям и клеток м ак ­
симальное повы ш ение числа КО Е/мл бы ло в пивном  сусле, в образцах с им мобилизованны ми 
клетками -  в сухих гранулах. Н аиболее вероятны м  объяснением наблю даем ого явления мож ет 
быть видовая особенность биологии дрож ж ей 8.сетепшае [11]. П опуляция дрож ж ей состоит из 
клеток гаплоидной и диплоидной форм, разм нож аю щ ихся вегетативны м  путем. П оказано, что 
если диплоидны е клетки перенести в обедненную  среду или среду, содерж ащ ую  индуктор спо- 
руляции, а такж е подвергнуть воздействию  стресса, в том  числе и низких тем ператур, они п е­
реходят в стадию  спорообразования [12]. Клетка превращ ается в аск, содерж ащ ий 4 аскоспоры. 
А скоспоры  устойчивы  к воздействию  различны х ф изико-химических ф акторов. В эксперим ен­
тах использовали дрож ж и, вы ращ енны е на богатой питательной вещ ествам и среде и имею щ ие 
хорош о развитую  клеточную  стенку, которая при указанны х вы ш е условиях м одиф ицируется и 
вы полняет ф ункцию  стенки аска. Хранение клеток в течение первы х 10 сут при тем пературе 
4°С индуцировало в диплоидны х клетках образование аскоспор, и при вы севе образцов на ага- 
ризованной среде ф ормировалось больш ее количество м акроколоний, состоящ ее из ж изнесп о­
собны х клеток и аскоспор. Гибель клеток в деионизированной воде бы ла максимальной, а 
суммарное число КО Е/мл -  миним альны м . В пивном  сусле и в гранулах альгинатного геля 
ж изнеспособность клеток бы ла выш е, и увеличивалось суммарное число колоний, сф орм иро­
ванны х клеткам и и аскоспорами. К оличество ж изнеспособны х клеток и аскоспор в сухих гр а­
нулах альгината превы ш ало соответствую щ ие показатели во взвеси гранул в деионизирован­
ной воде. П ри увеличении сроков хранения суспензии клеток в дистиллированной воде до 90 
сут, а в сухих гранулах -  до 180 сут количество ж изнеспособны х клеток начинало сниж аться до 
значений, при котором  суммарное число КО Е/мл ум еньш алось по сравнению  с исходны м  кон ­
тролем.

Ж изнеспособность клеток после зам ораж ивания зависит от больш ого количества ф и ­
зико-хим ических факторов: кристаллообразования и рекристаллизации воды, осмотических 
градиентов, гиперконцентрации электролитов, изменений рН, ф азовы х переходов в м ембранах 
и др. Вы раж енность этих ф акторов напрямую  зависит от ф азовы х и ф азово-структурны х пре­
вращ ений внутри- и внеклеточной воды  [13].

Н аиболее низкие показатели ж изнеспособности клеток им ели образцы , хранящ иеся 
при тем пературе -20°С. При данной температуре клетки дрож ж ей находились в зоне кристал­
лизации охлаж денной вне- и внутриклеточной воды  и перехода биообъекта в состояние неп ол­
ного анабиоза [14]. П олученны е результаты  м ож но объяснить тем, что эвтектическая тем п ера­
тура многих солей находится ниже -20°С и клетки, хранящ иеся при этой тем пературе, подвер­
гаю тся длительном у воздействию  кристаллических структур и ж идкой ф азы из гиперконцен- 
трированны х растворов электролитов.

Тем пература -80°С -  это зона кристаллизации ф ракции связанной воды  и рекристал- 
лизационны х процессов [15]. Количество ж изнеспособны х клеток в образцах, хранящ ихся при 
этой тем пературе на протяж ении 180 сут (срок наблю дения), бы ло выш е, чем  при -20°С. Ч исло 
КОЕ/мл сниж алось дваж ды . П ервы й раз в процессе охлаж дения (результаты  сохранности че­
рез 1 сут), второй раз -  через 10 сут. О чевидно, что первое, наиболее вы раж енное сниж ение к о ­
личества ж изнеспособны х клеток произош ло за счет кристаллизационны х процессов внутри -
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и внеклеточной воды  на этапе зам ораж ивания до -80°С и второе -  за счет кристаллизационны х 
процессов во ф ракции связанной воды. Гелевая матрица, им м обилизованны х клеток дрож ж ей, 
на этапе охлаж дения до -20 и -80°С и при последую щ ем  хранении при этих тем пературах обес­
печивала защ итное действие. П оказатель ж изнеспособности им м обилизованны х клеток был 
значительно вы ш е, чем у  свободны х клеток в суспензии. При зам ораж ивании до -196°С гибель 
клеток и в  суспензии, и в им мобилизованном  состоянии происходила только на этапах зам о­
раж ивания -  оттаивания. П ри последую щ ем  хранении в течение 180 сут гибель клеток отсут­
ствовала. О бразцы, погруж енны е в ж идкий азот, находились в тем пературном  интервале за ­
верш ения кристаллизации и отсутствия рекристаллизационны х процессов, перехода льда в 
стекловидное состояние. П оскольку в  исследовании мы  использовали замораж ивание погру­
ж ением  в ж идкий азот с бы строй скоростью  охлаж дения, вы ж иваемость клеток после процесса 
зам ораж ивания в ж идком  азоте бы ла ниж е по сравнению  с замораж иванием  до -20 и -80°С в 
холодильны х кам ерах с более медленны ми скоростям и охлаж дения. Ранее нам и бы ло показа­
но, что м едленное замораж ивание до -196°С по двухэтапны м  програм м ам  (со скоростью  1 и 
5°/мин до -40°С с последую щ им  погруж ением  в ж идкий азот) обеспечивает почти 100% -ную  
сохранность клеток 8.сетеушае, им мобилизованны х в альгинатном  геле [В.Л. П ономарева, 16]. 
Естественно, что при использовании м едленны х скоростей охлаж дения показатель ж изн есп о­
собности после зам ораж ивания до -196°С был бы  значительно вы ш е полученны х в данной экс­
периментальной работе.

Проведенные исследования представляют практический интерес, так как иммобилиза­
ция клеток в  альгинатном геле и оптимально подобранные температуры хранения позволяют до­
стичь высокой степени жизнеспособности клеток дрожжей без использования криопротекторов. 
Это особенно важно в отнош ении дрожжей 8.сетеушае, которые в дальнейш ем будут использова­
ны в пищ евой промышленности, поскольку многие из криопротекторов токсичны для организма 
животных и человека.

З а к л ю ч е н и е

Таким образом, в ходе исследования представлен эффективный метод хранения клеток 
дрожжей 8.сетеушае при различны х тем пературах. Показано, что им мобилизованны е клетки 
дрож ж ей 8.сетеушае лучш е сохраняю тся по сравнению  со свободны м и клетками, суспендиро­
ванны м и в дистиллированной воде. Гибель клеток 8.сетеушае, хранящ ихся при -20°С, проис­
ходит в течение всего процесса хранения. П ри тем пературе -80°С на этапах зам ораж ивания -  
оттаивания и в течение первых 10 сут хранения. П ри -196°С гибель клеток происходит только 
на этапах зам ораж ивания -  оттаивания. Установлено, что при гипотерм ическом  хранении 
(4°С) им мобилизованны х и свободны х клеток дрож ж ей 8 .сегеуш а е  происходит врем енное п о­
вы ш ение количества колоний, связанное с индукцией образования аскоспор диплоидны м и 
клетками, которы е и ф ормирую т дополнительны е колонии.
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