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Изучено влияние режима охлаждения и размера образца на разброс скоростей охлаждения в 
нем и колониеобразующую способность замороженных-оттаянных дрожжеподобных грибов 
Saccharomyces cerevisiae. Методом термографии установлено, что клетки, находящиеся в 
разных точках замораживаемого образца, охлаждаются с существенно различающимися 
скоростями. Неоднородность температурного поля и разброс скоростей охлаждения в образце 
растут с увеличением размера образца и скорости охлаждения контактирующего с ним 
хладоагента. С увеличением разброса скорости охлаждения в замораживаемом образце 
сохранность деконсервированных клеток падает, поскольку при этом часть клеток 
замораживается со скоростью, которая отличается от оптимального значения. 
Колониеобразующая способность суспензии S. cerevisiae, рассчитанная по полученным в 
работе зависимостям, удовлетворительно согласуются с экспериментальными результатами. 
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1 Согласно двухфакторной теории, сох-
ранность клеточных суспензий при их низко-
температурном консервировании куполообраз-
но зависит от скорости охлаждения на этапе 
кристаллизации (Gao, Critser, 2000; Mazur, 
1984; Mazur et al., 2007). При этом максималь-
ную сохранность обеспечивает только вполне 
определенная для данного типа клеток скорость 
охлаждения. Отклонение от нее в сторону воз-
растающих (по абсолютной величине) значений 
приводит к гибельной для клеток внутриклето-
чной кристаллизации. При отклонении скоро-
сти охлаждения в сторону скоростей меньших, 
чем оптимальная, увеличивается время дейст-
вия на клетки неблагоприятных факторов, ко-
торые возникают вследствие кристаллизации 
клеточной суспензии (гипертония, повышенная 
ионная сила, сдвиг рН и т.д.). Клетки при этом 
также повреждаются. Реально в течение замо-
раживания клеточной суспензии в контейнере, 
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который имеет конечный размер, поле скоро-
стей охлаждения является неоднородным, 
вследствие чего разные клетки охлаждаются с 
разными скоростями, неодинаково повреждаясь 
в зависимости от их положения в контейнере, в 
котором замораживается клеточная суспензия. 
Влияние этого фактора на эффективность кри-
оконсервирования биологических объектов от-
мечается только в отдельных работах (Бабенко 
и др., 2005; Грищенко, Дунаевская, 2002; Hayes 
et al., 1988), а целенаправленное исследование 
этой проблемы применительно к задачам крио-
биологии до сих пор не проводились.  

Без учета влияния указанного эффекта на 
результат низкотемпературного консервирова-
ния прикладные задачи часто решаются недо-
статочно эффективно. Например, возникает во-
прос, можно ли по сохранности клеток в небо-
льших контейнерах – сателлитах – судить об 
уровне их сохранности в основном контейнере, 
где, как правило, содержится значительно бо-
льший объем замороженного биоматериала. 
Таким образом, изучение влияния разброса ре-
жимных параметров криоконсервирования в 
контейнере с клеточной суспензией на эффек-

mailto:gordienko@gala.net


ВЛИЯНИЕ РАЗБРОСА СКОРОСТЕЙ ОХЛАЖДЕНИЯ 

тивность этой процедуры является актуальным 
направлением криобиологии, способствующим 
повышению эффективности разрабатываемых 
способов низкотемпературного консервирова-
ния биообъектов.  

Целью данной работы явилось изучение 
влияния режима охлаждения и размера замора-
живаемого образца на разброс скоростей охла-
ждения в нем и колониеобразующую способ-
ность декриоконсервированных дрожжеподоб-
ных грибов Saccharomyces cerevisiae.  

МЕТОДИКА   

В качестве объекта исследования исполь-
зовались хлебопекарские дрожжеподобные 
грибы Saccharomyces cerevisiae (раса 608, СП 
ПО РНИИХП, Санкт-Петербург). Дрожжепо-
добные грибы выращивали на скошенном сусле 
– агаре при 30°С в течение 48 часов. Затем кле-
тки дважды смывали физиологическим раство-
ром, осаждали центрифугированием (300 
об/мин в течение 15 мин) и осадок ресуспенди-
ровали в 0,15 М водном растворе хлорида на-
трия. Осуществляя серию разведений, доводи-
ли плотность клеток в суспензии до значения 
порядка 106 кл/мл, оптимального для определе-
ния их колониеобразующей способности. Кон-
троль высевали на твердую питательную среду 
Сабуро (по 6 чашек Петри на каждое разведе-
ние). Чашки Петри с контрольными образцами 
термостатировали при 30°С в течение 48 ч, а 
затем определяли жизнеспособность клеток в 
контрольных образцах «чашечным методом» 
Коха (Лабинская, 1978) по количеству образо-
вавшихся макроколоний. Параллельно суспен-
зию S. cerevisiae из разведения, аналогичного 
контролю, замораживали в криокамере програ-
ммного охлаждающего устройства УОП-06, ра-
зработанного и изготовленного в СКТБиОП 
ИПКиК НАН Украины в контейнерах цилинд-
рической формы из термостойкого пластика с 
диаметрами 10, 20 или 30 мм. Для заморажива-
ния микроорганизмов в контейнерах каждого 
размера использовали три программы замора-
живания, при которых скорость охлаждения по 
датчику температуры на внешней поверхности 
контейнера (4 на рис. 1) составляла 1, 5 или 
10°С/мин. Датчиками, измеряющими темпера-
туру внутри замораживаемого образца, служи-
ли предварительно откалиброванные медь – 
константановые термопары, рабочие спаи ко-
торых располагались в замораживаемом образ-
це так, как показано на рис. 1. Рабочий спай пе-
рвой термопары располагался на внутренней 
стенке контейнера, а спай третьей термопары – 

на оси контейнера. Рабочий спай второй термо-
пары находился на расстоянии полурадиуса от 
оси контейнера.  

 
Рис. 1. Схема размещения датчиков темпе-
ратуры при замораживании суспензии 
дрожжеподобных грибов Saccharomyces 
cerevisiae в физиологическом растворе. 

Информацию о температурном поле в за-
мораживаемом образце получали, регистрируя 
термограммы в одном (контрольном) из четы-
рех контейнеров самопишущим потенциомет-
ром. Остальные три контейнера после замора-
живания и извлечения из укладки помещались 
в сосуд Дьюара с жидким азотом, где храни-
лись в течение трех суток до отогрева.  

Оттаивание замороженных образцов про-
водили на водяной бане при 30°С. Содержимое 
контейнеров с одинаковыми условиями замо-
раживания объединяли, высевали на чашки с 
твердой агаризованой средой Сабуро и затем, 
как и в контроле, определяли жизнеспособ-
ность клеток в размороженных образцах чаше-
чным методом. Каждый эксперимент повторял-
ся не менее трех раз.  

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ   

На рис. 2 и 3 показано как изменяется 
средняя скорость охлаждения β  на этапе кри-
сталлизации криоконсервируемой суспензии 
дрожжеподобных грибов S. cerevisiae в физио-
логическом растворе в зависимости от расстоя-
ния ρ  между клеткой и осью цилиндрического 
контейнера (R – радиус контейнера) при раз-
личных условиях замораживания. Как видно, 
скорость охлаждения клеток на этапе кристал-
лизации суспензии увеличивается в несколько 
раз по мере удаления от стенки контейнера 
вглубь замораживаемого образца. Этот эффект 
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Рис. 2. Зависимость усредненной скорости охлаждения на этапе кристаллизации от распо-
ложения клетки в замораживаемом контейнере с диаметром 10 мм при разных скоростях 
изменения температуры в окружающем контейнер хладоагенте.  
1) R=10 мм, β =1°С/мин; 2) R=10 мм, β =5°С/мин; 3) R=10 мм, β =10°С/мин.  
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Рис. 3. Зависимость усредненной скорости охлаждения на этапе кристаллизации в зависи-
мости от расположения клетки в замораживаемом образце при разных размерах контейнера 
и скоростях изменения температуры в окружающем контейнер хладоагенте.  
1) R=30 мм, β =1°С/мин; 2) R=20 мм, β =1°С/мин; 3) R=30 мм, β =5°С/мин; 4) R=20 мм, 
β =5°С/мин; 5) R=30 мм, β =10°С/мин; 6) R=20 мм, β =10°С/мин. 

объясняется тем, что на этапе кристаллизации 
клеточной суспензии клетки, расположенные 
ближе к стенке контейнера, охлаждаются под 
действием более низкого перепада температуры 
между местом расположения клетки и внешней 
стенкой контейнера, чем клетки, расположен-
ные ближе к оси цилиндрического контейнера.  

Для того, чтобы провести анализ влияния 
разброса скоростей охлаждения в заморажива-
емом образце на жизнеспособность криоконсе-
рвируемых клеток, допустим, что вследствие 
разброса клеточных параметров в популяции 
микроорганизмов жизнеспособность отдельных 

клеток S зависит от локальной скорости охлаж-
дения β  в месте их расположения следующим 
образом:  

n yS( ) const y exp( )
m

β = ×        (1),  

где S(β ) – вероятность того, что дрож-
жеподобный гриб S. cerevisiae, охлажденный со 
средней скоростью β  на этапе кристаллиза-
ции, после размораживания – оттаивания и по-
мещения в питательную среду образует макро-
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колонию дочерних клеток; сonst – подгоночный 
параметр, который наряду с постоянными n и m 
определен нами из условия наилучшего согла-
сия с экспериментальными данными, получен-
ными при девяти режимах замораживания и 
приведенными ниже в таблице; y – отрицатель-
ное число, равное средней скорости изменения 
температуры суспензии на этапе кристаллиза-
ции, выраженной в единицах К

мин
 или °С/мин; 

n – константа, характеризующая устойчивость 
замораживаемых микроорганизмов к контакту 
с гипертонической средой; m – константа, хара-
ктеризующая резистентность популяции мик-
роорганизмов к внутриклеточной кристаллиза-
ции (Mazur, 1984).  

График зависимости (1) при n=4, m=1 
приведен на рис. 4.  

Поскольку клетки в суспензии распреде-
лены однородно с плотностью p, то общее ко-
личество клеток в суспензии, очевидно, равно 

2p R Lπ , где R – радиус цилиндрического кон-
тейнера и L – высота контейнера. Доля клеток, 
которая на этапе кристаллизации образца 
охлаждается со скоростями охлаждения в диа-

пазоне ... dβ β + β , равна 2 d
R R
ρ ρ , где 

R
ρ  как 

функция скорости охлаждения β  определяется 
зависимостями, представленными на рис. 4. 
Аппроксимируя эти зависимости функциями 

вида 
2

A B C
R R
ρ ρβ ⎛ ⎞= + + ⎜ ⎟

⎝ ⎠
 или  

2

4

2

B B A
C C C

R

β
ρ

⎛ ⎞−⎛ ⎞− ± −⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎝ ⎠ ⎝ ⎠= ,  

получаем  

( )

2

2

4
2

4

B B A
C C C

d
R R B C A

β
ρ ρ

β

⎛ ⎞−⎛ ⎞− ± −⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎝ ⎠ ⎝ ⎠=
− −

 

С учетом последнего равенства жизнес-
пособность замораживаемого образца в целом с 
учетом разброса скоростей охлаждения вдоль 
радиуса контейнера определяется равенством:  

( )
( )

( )

2

2

4
2

4

B B C A
S S d

C B A

β
β β

β

⎡ ⎤+ − −⎢ ⎥⎣ ⎦= −
− −

∫    (2),  

где ( )S β  определяется выражением (1).  
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Рис. 4. Зависимость жизнеспособности отдельных клеток от локальной скорости охлаждения 

 в месте их расположения  T&
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Расчетные (Р) и экспериментально определенные (Э) значения  
колониеобразующей способности микроорганизмов Saccharomyces cerevisiae  
(в процентах от контроля) после замораживания с различными скоростями  

до -196°С и последующего оттаивания на водяной бане при +30°С  

Диам

Полагая, что зависимость колониеобра-
зующей способности деконсервированных ми-
кроорганизмов от скорости охлаждения 

( )S S β=  определяется формулой (1), с по-

мощью (2) можно вычислить этот показатель 
жизнеспособности для всего образца в целом. 
Значения колониеобразующей способности су-
спензии S. cerevisiae, рассчитанные по (2) при 
выбранных из условия наилучшего согласия с 
экспериментальными данными значениях конс-
тант const=0,0225, n=4, m=1, и эксперименталь-
но определенными значениями колониеобра-
зующей способности этих микроорганизмов 
после замораживания-оттаивания при девяти 
режимах охлаждения приведены в таблице.  

Как видно из представленных данных, 
расчетные и экспериментально определенные 
значения колониеобразующей способности ми-
кроорганизмов S. cerevisiae вполне удовлетво-
рительно согласуются друг с другом. Это сви-
детельствует о том, что решающее влияние на 
сохранность криоконсервируемых клеток ока-
зывает режим охлаждения на этапе кристалли-
зации клеточной суспензии. Значение оптима-
льной скорости охлаждения суспензии дрож-
жеподобных грибов S. cerevisiae составляет 
5°С/мин (таблица), что согласуется с результа-
тами других исследователей (Сидякина, 1988; 
Gervais, de Maranon, 1995).  

На основании результатов проведенного 
исследования можно утверждать, что клетки, 
расположенные в разных точках замораживае-
мого образца, охлаждаются с существенно раз-
личающимися скоростями. Неоднородность 
температурного поля и разброс скоростей ох-
лаждения в образце растут с увеличением раз-
мера образца и скорости охлаждения контакти-

рующего с ним хладоагента. С увеличением 
разброса скорости охлаждения в замораживае-
мом образце сохранность замороженных-
оттаянных клеток падает, поскольку при этом 
большая часть клеток замораживается со ско-
ростью, которая отличается от оптимального 
значения. 
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EFFECT OF COOLING RATE DISPERSION  
IN SPECIMEN UNDERGOING FREEZING ON COLONY FORMING ACTIVITY  

OF SACHAROMYCES CEREVISIAE 

V. V. Maruschenko, E. O. Gordiyenko 

Institute of Problems of Cryobiology and Cryomedicine  
of National Academy of Sciences of Ukraine  

(Kharkiv, Ukraine) 

The paper discusses the effect of cooling regimen and specimen dimensions on the dispersion of 
cooling rates inside the specimen as well as the colony forming activity of frozen-thawed yeast like 
Sacharomyces cerevisiae fungi. It was found by means of thermography that cells of diverse spots of 
the specimen undergoing freezing were being chilled with considerably different rates. Non-
uniformity of temperature fields as well as cooling rate dispersion rise along with increase in both 
specimen dimensions and cooling rate of the surrounding medium. Increase in dispersion of cooling 
rate in specimen undergoing freezing leads to fall in integrity of frozen-thawed cells, because in this 
case the part of cells is being cooled with the non-optimal rate. The values of colony forming activ-
ity of S. cerevisiae cells calculated from the established dependencies are in fair concordance with 
the experimentally found ones. 

Key words: Sacharomyces cerevisiae, cooling rate, specimen size, colony forming activity 

ВПЛИВ РОЗМАХУ ШВИДКОСТЕЙ ОХОЛОДЖЕННЯ  
У ЗАМОРОЖУВАНОМУ ЗРАЗКУ НА КОЛОНІЄУТВОРЮЮЧУ ЗДАТНІСТЬ 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

В. В. Марущенко, Є. О. Гордієнко 

Інститут проблем кріобіології і кріомедицини  
Національної академії наук України  

(Харків, Україна) 

Досліджено вплив режиму охолодження і розміру зразка на розмах швидкостей охолодження 
в ньому та колонієутворюючу здатність заморожених-відтаяних дріжджоподібних грибів 
Saccharomyces cerevisiae. Методом термографії встановлено, що клітини, розміщені в різних 
точках заморожуваного зразка охолоджуються із суттєво відмінними швидкостями. Неодно-
рідність температурного поля і розмах швидкостей охолодження у зразку зростають зі збіль-
шенням розміру зразка та швидкості охолодження холодоагента, що контактує з ним. Із збі-
льшенням розмаху швидкостей охолодження у зразку, що заморожується, збереженість деко-
нсервованих клітин знижується, оскільки при цьому частина клітин заморожується зі швидкі-
стю, яка відрізняється від оптимального значення. Колонієутворююча здатність суспензії S. 
cerevisiae, розрахована за отриманими в роботі залежностями, задовільно узгоджується з екс-
периментальними результатами. 

Ключові слова: Saccharomyces cerevisiae, швидкість охолодження, розмір зразка, 
колонієутворююча здатність 
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