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Реферат: У роботі досліджували вплив доданих до альгінатного гелю ДМСО і сахарози на життєздатність іммобілізо-
ваних клітин дріжджів Saccharomyces boulardii після швидкого та повільного охолодження до –196°С. За допомогою тер-
момеханічного аналізу показано, що під час охолодження до –196°С розчинів 1%-го альгінату натрію з додаванням 20% сахарози 
або 5% ДМСО отримані криві мали перегини, відповідні кожній складовій розчинів. Фазові перетворення, зумовлені при-
сутністю ДМСО і сахарози в розчинах альгінату натрію, спостерігалися за більш низьких температур, ніж у розчині аль-
гінату натрію без домішок. В експериментах із вивчення впливу режимів охолодження на дріджджові клітини вста-
новлено, що найвищі показники життєздатності як вільних клітин, суспендованих у розчинах альгінату натрію, ДМСО, 
сахарози, так і клітин, іммобілізованих у гелевих гранулах, забезпечувало охолодження зі швидкістю 1 град/хв до –40°С з по-
дальшим зануренням у рідкий азот. Показники життєздатності іммобілізованих клітин підвищувалися після додавання до аль-
гінатного гелю окремо ДМСО та сахарози, а також їх комбінацій. Максимальна життєздатність іммобілізованих клітин була 
в гранулах гелю, який містив наступні комбінації кріопротекторів: 5% ДМСО і 10% сахарози, 5% ДМСО і 20% сахарози, 10% 
ДМСО і 10% сахарози та 10% ДМСО і 20% сахарози.
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Abstract: The eff ect of DMSO and sucrose added to alginate gel on the viability of immobilized Saccharomyces boulardii 

yeast cells after rapid and slow cooling to –196°C has been studied. Thermomechanical analysis revealed the infl ection of phase 
transitions corresponding to each component of the solutions when cooling those of 1% sodium alginate contained 20% sucrose or 
5% DMSO down to –196°C. Phase transitions caused by the presence of DMSO and sucrose in sodium alginate solutions were ob-
served at lower temperatures than in additive-free sodium alginate solution. In experiments to study the eff ect of cooling regimens 
on yeast cells, it was found that the highest viability of free cells suspended in solutions of sodium alginate, DMSO, sucrose, as well as
the cells immobilized in gel granules, was provided by a cooling rate of 1 deg/min followed by immersion in liquid nitrogen. The viability 
of immobilized cell increased after adding of either DMSO or sucrose separately, as well as their combinations to the alginate gel. 
The maximum viability of immobilized cells was found in gel granules, which contained the following combinations of cryoprotectants: 
5% DMSO and 10% sucrose, 5% DMSO and 20% sucrose, 10% DMSO and 10% sucrose and 10% DMSO and 20% sucrose.

Key words: cryopreservation, cell immobilization, alginate, dimethylsulfoxide, sucrose, Saccharomyces boulardii.

У світовій практиці все більшого поширен-
ня набувають системи доставлення ліків, триви-
мірні культури і тканинно-інженерні конструк-
ції, біокаталізатори, лікувально-профілактичні 
препарати й продукти харчування на основі ім-
мобілізованих у гелевих носіях клітин про- та 
еукаріотів і біологічно активних сполук [16, 17, 
22, 23, 27, 31]. У якості гелевих носіїв найчасті-
ше використовують нековалентні та іонотропні 
гелі з полісахаридів природного походження [4]. 
Ці гелі зазнають біодеградації, вони є мало- або 
нетоксичними, не мають антигенних властиво-
стей [8, 30]. У зв’язку з цим набуло актуальності 
розроблення технологій довгострокового збері-
гання іммобілізованих у гелевих носіях клітин 
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In world practice, drug delivery systems, three-
dimensional cultures and tissue-engineered cons-
tructs, biocatalysts, therapeutic and prophylactic 
drugs and food products based on pro- and euka-
ryotic cells immobilized in gel carriers and biolo-
gically active compounds are getting more wides-
pread [6, 9, 21, 22, 26, 31]. Non-covalent and 
ionotropic gels made of polysaccharides of natu-
ral origin are most often used as gel carriers [7]. 
These gels undergo biodegradation, they are low- 
or non-toxic, and have no antigenic properties 
[30, 15]. In this regard, the development of techno-
logies for long-term storage of the cells and biolo-
gically active compounds immobilized in gel car-
riers has become relevant.
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і біологічно активних сполук. На сьогодні по-
казано можливість довгострокового зберігання 
різних іммобілізованих клітин за допомогою 
кріоконсервування [6, 14, 18, 19, 21, 23–25, 28]. 
Однак результати більшості досліджень свідчать 
про те, що кріозахисні властивості гелевих но-
сіїв не здатні забезпечити високу збереженість 
іммобілізованих клітин. Оскільки гелі є сис-
темою «полімер–розчинник», просторова сітка
якої стабілізована міжмолекулярними зв’язками,
то імовірно, що введення у цю систему інших 
кріопротективних речовин і використання пев-
них швидкостей охолодження підвищить жит-
тєздатність іммобілізованих клітин після кріо-
консервування.

Мета роботи – вивчення впливу заморожу-
вання до –196°С із різними швидкостями охолод-
ження на життєздатність клітин пробіотичного 
штаму дріжджів Saccharomyces boulardii, іммо-
білізованих в альгінатному гелі без кріопро-
текторів або в гелі з додаванням ДМСО і са-
харози.

Матеріали та методи
Об’єктом дослідження були клітини дріжджів 

Saccharomyces boulardii CNCM I-745, виділені 
з комерційного препарату «Ентерол» («Biocodex», 
Франція). Дріжджі вирощували на скошеному 
сусло-агарі з вмістом цукру 8° за Балінгом [1] 
при 30°С протягом 48 годин. Для отримання 
суспензії дріжджові клітини змивали з поверх-
ні сусло-агару 0,15 М розчином натрію хлориду. 
В експериментах із використанням термомеха-
нічного аналізу (ТМА) застосовували суспензії 
клітин у дистильованій воді. Для цього клітини 
змивали дистильованою водою і додатково тричі 
відмивали. 

До складу альгінатного гелю додавали саха-
розу, ДМСО або їх комбінацію. Перед іммобілі-
зацією готували 2%-ні розчини альгінату натрію, 
до яких додавали 10, 20, 30% (v/v) ДМСО або 20, 
40% (w/v) сахарози. Також до розчинів альгінату 
натрію додавали наступні суміші: 10% ДМСО 
і 20 або 40% сахарози, 20% ДМСО і 20 або 
40% сахарози, 30% ДМСО і 20 або 40% саха-
рози. Усі розчини стерилізували методом тин-
далізації [2]. Для іммобілізації суспензії дріжд-
жових клітин змішували у співвідношенні 1:1 
із вказаними вище розчинами. Кінцева кон-
центрація ДМСО в альгінатному гелі становила 
5, 10, 15% (v/v), сахарози – 10, 20% (w/v), дріжд-
жових клітин у гелі – 108 кл/мл. 

Гелеві гранули з іммобілізованими в них клі-
тинами отримували методом іонотропного ге-
леутворення [26]. Діаметр гранул складав 2 мм. 

To date, the possibility of long-term storage 
of various immobilized cells by cryopreservation 
has been shown [4, 10, 12, 16, 21–23, 28, 27]. 
However, the results of most studies suggest that 
the cryoprotective properties of gel carriers are not 
able to ensure high safety of immobilized cells. 
Since gels are polymer-solvent systems, which 
spatial network is stabilized by intermolecular 
bonds, it is very likely that the introduction of 
other cryoprotective substances into this system 
and the use of certain cooling rates will increase 
the viability of immobilized cells after cryopreser-
vation.

The research aim was to study the eff ect of free-
zing to –196°С at diff erent cooling rates on the via-
bility of cells of the probiotic yeast strain Sac-
charomyces boulardii immobilized in an alginate 
gel without cryoprotectants or in a gel with the 
addition of DMSO and sucrose.

Materials and methods
The research objects were Saccharomyces bou-

lardii CNCM I-745 yeast cells, isolated from the 
commercial drug Enterol (Biocodex, France). The 
yeasts were grown in malt agar slants with a sugar 
content of 8° according to Baling [1] at 30°C for 
48 hours. To obtain a suspension, the yeast cells 
were washed from the surface of the malt agar with 
0.15 M sodium chloride solution. Cell suspensions 
in distilled water were used in experiments using 
thermomechanical analysis (TMA). With this aim 
the cells were washed with distilled water and 
additionally three more times.

Sucrose, DMSO or a combination thereof 
was added to the alginate gel. Prior to immobiliza-
tion, 2% sodium alginate solutions were prepared, 
to which 10, 20, 30% (v/v) DMSO or 20, 40% (w/v) 
sucrose were added. The following mixtures were 
also supplemented to the sodium alginate solutions: 
10% DMSO and 20 or 40% sucrose, 20% DMSO 
and 20 or 40% sucrose, 30% DMSO and 20 or 40% 
sucrose. All solutions were sterilized by tyndaliza-
tion [3]. To immobilize cells the yeast suspensions 
were mixed in a ratio of 1:1 with the above solu-
tions. The fi nal concentration of DMSO in the algi-
nate gel was 5, 10, 15% (v/v), 10, 20% (w/v) for 
sucrose, 108 cells/ml for yeast cells in the gel.

Gel granules with the cells immobilized in them 
were obtained by ionotropic gelation [25]. The 
diameter of the granules was 2 mm. The granules 
were stabilized in 0.2 M CaCl2 solution for 20 min. 
Hundred granules were placed into 2.0 ml cryotubes 
(Nunc, USA).

The samples were frozen in two ways: 1 – rapid 
cooling to –196°C by immersion in liquid nitrogen; 



345проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 31, №/issue 4, 2021

Стабілізація гранул у 0,2 М розчині CaCl2 тривала 
20 хв. У кріопробірки з робочим об’ємом 2,0 мл 
(«Nunc», США) вносили по 100 гранул.

Зразки заморожували двома способами: 1 – 
швидке охолодження до –196°С шляхом зану-
рення у рідкий азот; 2 – повільне охолодження 
зі швидкістю 1 град/хв до –40°С із наступним 
зануренням у рідкий азот. Заморожені зразки 
зберігали у рідкому азоті протягом 10 діб і ві-
дігрівали на водяній бані при 37°С.

Гранули розчиняли в 4%-му ЕДТА. Життє-
здатність дріжджових клітин оцінювали за коло-
нієутворенням на сусло-агарі [7]. За контроль 
брали показник життєздатності клітин до заморо-
жування.

Фазові перетворення (ФП) у розчинах аль-
гінату натрію, сахарози і ДМСО вивчали мето-
дом ТМА [12] із використанням тензодила-
тометричного комплексу для кріобіологічних 
досліджень (СКТБ з ДВ ІПКіК НАН України) 
[9, 10]. Абсолютна похибка вимірювання темпе-
ратури не перевищувала 2,2°С. Швидкість охо-
лодження зразків становила 4 град/хв, швидкість 
нагрівання – 1…2 град/хв. Деформаційне наван-
таження σ на зразок становило 5,3 × 105 кг/м2.

Статистичну обробку отриманих даних про-
водили за допомогою програми «Excel» («Micro-
soft», США) з використанням t-критерію Стью-
дента. Кількість повторів у кожній серії експе-
риментів (n) дорівнювала 6. Значущими вважали 
відмінності при p < 0,05.

Результати та обговорення
На першому етапі дослідження за допомо-

гою ТМА визначали граничні значення інтерва-
лів ФП, які відбуваються у водних розчинах 
альгінату натрію, ДМСО, сахарози та у розчи-
нах 1%-го альгінату натрію з додаванням ДМСО 
і сахарози. Отримані під час термомеханічного 
аналізу криві (ТМ-криві) представлено на рис. 1, 
на якому ТМ-криву дистильованої води (крива 6) 
подано для порівняння. 

Перегин ТМ-кривої 1%-го водного розчину 
альгінату натрію в температурному інтервалі 
–50…–37°С свідчить про плавлення його аморф-
ної фракції [20] у міжкристалічних прошарках 
льоду. Фазові перетворення у водних розчинах 
ДМСО спостерігали за температури нижче –60°С, 
у розчинах сахарози – –50…–37°С. У температур-
ному діапазоні вище –37°С відбувалися ФП, по-
в’язані з присутністю кристалічної фракції води 
та наявністю солей [3]. ТМ-криві 1%-го розчину 
альгінату натрію з додаванням ДМСО і сахаро-
зи мали перегини, відповідні кожній складовій 
розчинів. Одержані результати свідчать про 

2 – slow cooling at a rate of 1 deg/min to –40°C, 
followed by immersion into liquid nitrogen. The 
frozen samples were stored in liquid nitrogen for 
10 days and heated in a water bath at 37 °C.

The granules were dissolved in 4% EDTA. The 
viability of yeast cells was assessed by colony for-
mation in malt agar [14]. The control was assumed 
as an index of cell viability prior to freezing.

Phase transformations (PT) in solutions of so-
dium  alginate, sucrose and DMSO were studied by 
TMA [24] using a tensodilatometric assembly for 
cryobilogical research (Special Designing and Const-
ruction Bureau at the IPC&C of NAS of Ukraine) 
[17, 18]. The absolute error of temperature measu-
rement did not exceed 2.2°C. The cooling rate of the 
samples was 4 deg/min, the heating rate made 
1…2 deg/min. The deforming load σ on the speci-
men was 5.3 × 105 kg/m2. The obtained data were 
statistically processed with Excel software (Micro-
soft, USA) using Student’s t-test. The number of rep-
licates in each series of experiments (n) was 6. 
Diff erences at p < 0.05 were considered signifi -
cant.

Results and discussion
At the fi rst stage of this research we used TMA 

to determine the limits of PT intervals that occur 
in aqueous solutions of sodium alginate, DMSO, 
sucrose and in solutions of 1% sodium alginate with 
the addition of DMSO and sucrose. The curves ob-
tained by thermomechanical analysis (TM-curves) 

Рис. 1. Термомеханічні криві розчинів: 1% альгінату з 
додаванням 5% ДМСО (крива 1), 5% ДМСО (крива 2), 
20% сахарози (крива 3), 1% альгінату з додаванням 
20% сахарози (крива 4), 1% альгінату (крива 5) та дис-
тильованої води (крива 6) (σ = 5,3 × 105 кг/м2).
Fig. 1. Thermomechanical curves of solutions: 1% algi-
nate with the addition of 5% DMSO (curve 1), 5% DMSO 
(curve 2), 20% sucrose (curve 3), 1% alginate with the 
addition of 20% sucrose (curve 4), 1% alginate (curve 5) 
and distilled water (curve 6) (σ = 5.3 × 105 kg/m2).
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зв’язок основних пошкоджень іммобілізованих 
у 1%-му альгінатному гелі клітин із ФП, які при-
сутні за температури понад –40°С і зумовлені 
кристалічною фазою води та солей. Пошкоджен-
ня клітин за рахунок ФП альгінату та кріопро-
текторів (ДМСО, сахароза) суттєво не впливають 
на життєздатність клітин, оскільки знаходяться 
нижче –40°С. При цьому на ФП при 0…–40°С 
можуть впливати дані кріопротектори та швидке 
охолодження. 

У наступних експериментах досліджували 
показники життєздатності вільних клітин S. bou-
lardii, суспендованих у дистильованій воді та роз-
чинах альгінату натрію, ДМСО, сахарози, після 
заморожування до –196°С із різними швидкос-
тями охолодження. Після швидкого охолодження 
показник життєздатності суспендованих у дисти-
льованій воді клітин становив 0,5%, а у розчинах 
альгінату натрію, ДМСО, сахарози – від 1,0 до 
1,7%. Після повільного охолодження життє-
здатність клітин, суспендованих у дистильованій 
воді, дорівнювала 65,1%, а у розчинах альгінату 
натрію, ДМСО, сахарози – залишалася на ви-
хідному рівні (рис. 2).

У третій серії експериментів було дослідже-
но вплив швидкого та повільного охолодження 
до –196°С на показники життєздатності клітин 

are presented in Fig. 1, wherein the TM curve 
of distilled water (curve 6) is shown for comparison.

The infl ection of the TM curve of a 1% aqueous 
solution of sodium alginate within the tempera-
ture range of –50… –37°С indicates the melting 
of its amorphous fraction [13] in intercrystalline 
layers of ice. Phase transitions in aqueous DMSO 
solutions were observed at temperatures below 
–60°С, in sucrose solutions this was –50… –37°С. 
Within the temperature range above –37°С, there 
were the PTs associated with the presence of crys-
talline fraction of water and salts [11]. TM curves 
of 1% sodium alginate solution with the addition of 
DMSO and sucrose had infl ections corresponding 
to each component of the solutions. The fi ndings 
demonstrate the relation of the main damages of 
the cells immobilized in 1% alginate gel with PTs, 
which are present at temperatures above –40°С 
and are caused by the crystalline phase of water 
and salts. Injury to cells due to PT of alginate and 
cryoprotectants (DMSO, sucrose) does not signi-
fi cantly aff ect the viability of cells, as they are be-
low –40°C. At the same time, these cryoprotectants 
and rapid cooling can aff ect the PTs at 0…–40°С.

Following experiments explored the viability of 
free S. boulardii cells suspended in distilled water 
and solutions of sodium alginate, DMSO, sucrose, 
after freezing to –196°C at diff erent cooling rates. 
After rapid cooling, the viability of the cells suspen-
ded in a distilled water made 0.5%, and in solutions 
of sodium alginate, DMSO, sucrose these were from 
1.0 to 1.7%. After slow cooling, the viability of 
cells suspended in distilled water was 65.1%, and 
in solutions of sodium alginate, DMSO, sucrose 
remained at baseline (Fig. 2).

The third series of experiments investigated 
the eff ect of rapid and slow cooling to –196°C on 
the viability of S. boulardii cells immobilized in 
granules of 1% alginate gel without additives and 
gel with the addition of DMSO (5, 10, 15%), suc-
rose (10, 20%) both individually and in combina-
tions. The viability of cells immobilized in granules 
of 1% alginate gel after rapid cooling was 14.69%, 
after slow cooling this value made 56.48% (Fig. 3).

The viability of cells immobilized in alginate 
gel granules with 10 and 20% sucrose after rapid 
cooling was 35.17 and 32.98%, after slow cooling 
they made 76.08 and 78.2%, respectively.

The viability of cells immobilized in granules 
of alginate gel containing 5, 10 and 15% DMSO, 
after rapid cooling was 12.39; 22.43 and 28.67%, 
and 69.48; 72.54 and 84.75% after slow cooling, 
respectively.

The addition of combinations of DMSO and 
sucrose to the alginate gel provided a higher pro-

Рис. 2. Показник життєздатності вільних клітин дріжджів 
S. boulardii, суспендованих у дистильованій воді (1), 
1%-му альгінаті натрію (2) та розчинах кріопротекторів: 
5% ДМСО (3), 10% ДМСО (4), 15% ДМСО (5), 10% са-
харози (6), 20% сахарози (7), після повільного (□) та 
швидкого (■) охолодження до –196°С. Відмінності зна-
чущі (p < 0,05) порівняно з контролем (*) та між показ-
никами життєздатності після повільного та швидкого 
охолодження (#).
Fig. 2. Viability of free yeast cells of S. boulardii suspended 
in distilled water (1), 1% sodium alginate (2) and cryo-
protectant solutions: 5% DMSO (3), 10% DMSO (4), 15% 
DMSO 5), 10% sucrose (6), 20% sucrose (7), after slow 
(□) and fast (■) cooling to –196°С. Diff erences are signi-
fi cant (p < 0.05) compared to control (*) and between 
viability indices after slow and rapid cooling (#).
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S. boulardii, іммобілізованих у гранулах 1%-го 
альгінатного гелю без домішок та гелю з дода-
ванням ДМСО (5, 10, 15%), сахарози (10, 20%) 
як окремо, так і в комбінаціях. Життєздатність 
клітин, іммобілізованих у гранулах 1%-го аль-
гінатного гелю, після швидкого охолодження 
становила 14,69%, після повільного охолоджен-
ня – 56,48% (рис. 3). 

Показники життєздатності клітин, іммобілі-
зованих у гранулах альгінатного гелю з 10 та 
20% сахарози, після швидкого охолодження ста-
новили 35,17 і 32,98%, після повільного охо-
лодження – 76,08 і 78,2% відповідно. 

Показники життєздатності клітин, іммобілі-
зованих у гранулах альгінатного гелю з вмістом 
5, 10 і 15% ДМСО, після швидкого охолоджен-
ня дорівнювали 12,39; 22,43 та 28,67%, а після 
повільного охолодження – 69,48; 72,54 та 84,75% 
відповідно. 

Додавання до альгінатного гелю комбінацій 
ДМСО та сахарози забезпечило більш високий 
захисний ефект порівняно з гелем, який містив 
окремо ДМСО або сахарозу. Після швидкого 
охолодження показник життєздатності клітин, 
іммобілізованих у гранулах альгінатного гелю 
з додаванням комбінацій 5% ДМСО з 20% саха-
рози, 10% ДМСО з 10% сахарози, 10% ДМСО 
з 20% сахарози, складали 48,25; 38,31; 38,7% 
відповідно (рис. 4). 

Після повільного охолодження показники жит-
тєздатності клітин, іммобілізованих у гранулах 
альгінатного гелю з додаванням 5 або 10% ДМСО 
у комбінації з 10 або 20% сахарози, не відрізняли-
ся від контрольних.

У всіх зразках гранул гелю з додаванням 10 
або 20% сахарози з 15% ДМСО кількість жит-
тєздатних клітин знижувалася. Після швидкого 
охолодження даний показник у гранулах альгі-
натного гелю з 10% сахарози і 15% ДМСО та 
в гранулах із 20% сахарози і 15% ДМСО стано-
вив 26,52 і 26,01%, а після повільного охолод-
ження – 84,82 і 48,84% відповідно.

Отримані результати свідчать про те, що в 
процесі кріоконсервування на життєздатність 
іммобілізованих у гранулах альгінатного гелю 
S. boulardii значуще впливають три чинника: ви-
дова кріорезистентність цих дріжджів, режим 
охолодження та кріозахисні властивості геле-
вого носія. S. boulardii є підтипом дріжджів ви-
ду Saccharomyces cerevisiae, структурно-функціо-
нальна організація яких характерна для нижчих 
еукаріотів [5, 13]. Вони, як й інші еукаріотичні 
клітини, чутливі до дії фізико-хімічних факторів 
та умов процесу кріоконсервування (див. рис. 2). 
Показано суттєву різницю в збереженості сус-

tective eff ect compared to the gel containing DMSO 
or sucrose alone. After rapid cooling, the via-
bility of cells immobilized in alginate gel gra-
nules with the addition of combinations of 5% 
DMSO with 20% sucrose, 10% DMSO with 10% 
sucrose, 10% DMSO with 20% sucrose, was 48.25; 
38.31; 38.7%, respectively (Fig. 4).

After slow cooling, the viability of cells immo-
bilized in alginate gel granules with the addition of 
5 or 10% DMSO in combination with 10 or 20% 
sucrose did not diff er from the control.

In all samples of gel granules with the addition 
of 10 or 20% sucrose with 15% DMSO, the num-
ber of viable cells decreased. After rapid cooling, 
this value in granules of alginate gel with 10% 
sucrose and 15% DMSO and in granules with 20% 
sucrose and 15% DMSO was 26.52 and 26.01%, 
and after slow cooling these were 84.82 and 48.84%, 
respectively.

Our fi ndings indicate that during cryopreser-
vation the viability of S. boulardii immobilized 
in alginate gel granules is signifi cantly infl uen-
ced by three factors: species cryoresistance of 
these yeasts, cooling regimen and cryoprotective 
properties of the gel carrier. S. boulardii is a sub-
type of the Saccharomyces cerevisiae yeast, the 
structure and functions of which is characteristic 

Рис. 3. Показник життєздатності клітин S. boulardii, ім-
мобілізованих у гранулах 1%-го альгінатного гелю без 
домішок (1) і з додаванням 5% ДМСО (2), 10% ДМСО 
(3), 15% ДМСО (4), 10% сахарози (5), 20% сахарози 
(6), після повільного (□) та швидкого (■) охолодження 
до –196°С. Відмінності значущі (p < 0,05) порівняно 
з контролем (*) та між показниками життєздатності 
після повільного та швидкого охолодження (#).
Fig. 3. Viability of S. boulardii cells immobilized in granules 
of 1% alginate gel without additives (1) and with the 
addition of 5% DMSO (2), 10% DMSO (3), 15% DMSO 
(4), 10% sucrose (5), 20% sucrose (6), after slow (□) and 
fast (■) cooling to –196°С. Diff erences are signifi cant 
(p < 0.05) compared to control (*) and between viability in-
dices after slow and rapid cooling (#).
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пензій клітин S. boulardii після швидкого та 
повільного охолодження і виражений кріопро-
тективний ефект ДМСО, сахарози й альгінату 
натрію. Механізм захисної дії ДМСО та саха-
рози детально описано в численних публікаціях, 
але дослідження механізмів кріопротективного 
впливу розчинів солей альгінових кислот та їхніх 
іонотропних гелів досі тривають. На сьогодні 
показано, що гідрогель альгінату натрію прояв-
ляє захисні властивості за рахунок тривимір-
ної структури. Ця структура стримує ріст крис-
талів льоду, утворення водневих зв’язків із 
молекулами міжклітинної води [29] та форму-
вання високов’язкого міжклітинного середовища, 
що виконує бар’єрну функцію [11].

У проведеному дослідженні показано, що 
вільні клітини S. boulardii, суспендовані у 1%-му 
розчині альгінату натрію, не гинуть після по-
вільного заморожування. Водночас частина дріжд-
жових клітин, іммобілізованих у гранулах 1%-го 
альгінатного гелю, після повільного заморожу-
вання гинула. Причини загибелі клітин у геле-
вих гранулах зі зміцненим поверхневим шаром 
полімерних ланцюгів альгінату, зв’язаних іонами 
кальцію [8], потребують більш детального окре-
мого вивчення. Отримані результати демонст-
рують один із можливих шляхів підвищення 
життєздатності іммобілізованих клітин за раху-
нок введення в склад альгінатного гелю кріо-
захисних речовин.

of lower eukaryotes [2, 8]. They, like other euka-
ryotic cells, are sensitive to the action of physi-
cochemical factors and cryopreservation conditions 
(see Fig. 2). There is a signifi cant diff erence in the 
survival of suspensions of S. boulardii cells after rapid 
and slow cooling as well as a pronounced cryopro-
tective eff ect of DMSO, sucrose and sodium alginate. 
The mechanism of protective action of DMSO and 
sucrose is described in detail in numerous publica-
tions, but studies of the mechanisms of cryoprotec-
tive eff ects of solutions of salts of alginic acids and 
their ionotropic gels are still ongoing. To date, it 
has been shown that sodium alginate hydrogel ex-
hibits protective properties due to its three-dimen-
sional structure. This structure inhibits the growth 
of ice crystals, hydrogen bonding between inter-
cellular water molecules [29] and formation of a 
highly viscous intercellular medium that performs 
a barrier function [20].

The study showed that free S. boulardii cells sus-
pended in 1% sodium alginate solution did not die 
after slow freezing. At the same time, some of the 
yeast cells immobilized in granules of 1% alginate 
gel died after slow freezing. The causes of cell death 
in gel granules with a reinforced surface layer of 
polymer chains of alginate bound by calcium ions 
[15] require more detailed separate study. The ob-
tained results demonstrate one of the possible ways 
to enhance the viability of immobilized cells by int-
roducing cryoprotective substances into alginate gel.

Рис. 4. Показник життєздатності клітин дріжджів S. boulardii, іммобілізованих у гранулах 1%-го альгінатного гелю 
без домішок (  ) та з додаванням комбінацій ДМСО з 10% сахарози (□) або 20% сахарози (■), після повільного (A) 
та швидкого (B) охолодження до –196°С. Відмінності значущі (p < 0,05) порівняно з контролем (*), показниками 
життєздатності клітин, іммобілізованих в 1%-му альгінатному гелі (#), та між показниками життєздатності після 
повільного та швидкого охолодження (&).
Fig. 4. Survival of S. boulardii yeast cells immobilized in granules of 1% alginate gel without additives ( ) and with 
addition of combinations of DMSO with 10% sucrose (□) or 20% sucrose (■), after slow (A) and rapid (B) cooling 
to –196°C. Diff erences are signifi cant (p < 0.05) compared to the control (*), viability of cells immobilized in 1% al-
ginate gel (#) and between viability after slow and rapid cooling (&).

Ж
ит

тє
зд

ат
ні

ст
ь 

кл
іти

н,
 %

C
el

l v
ia

bi
lit

y,
 %

Ж
ит

тє
зд

ат
ні

ст
ь 

кл
іти

н,
 %

C
el

l v
ia

bi
lit

y,
 %

ДМСО
DMCO

ДМСО
DMCO

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15

*

#

*, #

# # #

*

A

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15

*, &

*, #, &

*, #, &

*, #, & *, #, &

*, #, & *, #, &

B



349проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 31, №/issue 4, 2021

Після внесення сахарози в гель за раху-
нок гідратації зменшується кількість вільної 
позаклітинної води, а у якості осмотичного 
агента вона зменшує вміст внутрішньоклітин-
ної води. Вочевидь, це приводить до підвищення 
в’язкості розчинів і зменшення кріопошкод-
жень клітин під час формування кристалів 
льоду. Так, у роботі T.A. Calvo та P. Santagapita 
[15] показано, що під час заморожування роз-
чину альгінату натрію, до якого додавали різні 
концентрації сахарози, зменшувалася їхня кіль-
кість вільної води та активність.

Внесення до складу гелю ДМСО впливає 
на процеси кристалоутворення в іммобілізо-
ваних клітинах, а наявність у ньому комбі-
націй ДМСО та сахарози забезпечує спільну 
дію захисних властивостей поза- та внутріш-
ньоклітинного кріопротекторів. Водночас слід 
зазначити, що після заморожування клітин, 
іммобілізованих у гранулах гелю, який міс-
тить тільки ДМСО, показник їхньої життєздат-
ності збільшувався з підвищенням концентрації 
ДМСО від 5 до 15%, а показник клітин, ім-
мобілізованих у гелевому носії з додаванням 
сахарози і 15% ДМСО, знижувався. Це свідчить 
про зменшення фракції вільної води в грану-
лах за рахунок гідратації сахарози. В резуль-
таті концентрація ДМСО в клітинах і гелі 
збільшується, що призводить до загибелі час-
тини клітин.

Додавання до альгінатного гелю кріозахис-
них речовин може зменшувати дію фізико-хіміч-
них чинників, які викликають пошкодження 
та загибель клітин у гранулах під час заморо-
жування. Це може бути реалізовано за різних 
низьких температур зберігання. 

Отримані результати є перспективними для 
створення лікувально-профілактичних препара-
тів і продуктів функціонального харчування 
на основі іммобілізованих пробіотичних шта-
мів мікроорганізмів і методів їх довгострокового 
зберігання. Також ці результати можуть бути ви-
користані для зберігання іммобілізованих стар-
тових культур мікроорганізмів на біотехноло-
гічних виробництвах.

Висновки
1. Максимальні показники життєздатності 

вільних клітин S. boulardii, суспендованих у 1%-му 
розчині альгінату натрію, розчинах 10, 20% 
сахарози, розчинах 5–15% ДМСО, та клітин, 
іммобілізованих у гранулах альгінатного гелю, 
спостерігалися після охолодження зі швидкістю 
1 град/хв до –40°С із наступним зануренням 
у рідкий азот.

After the incorporation of sucrose into the gel 
the amount of free extracellular water decreases 
due to hydration, and as an osmotic agent, it 
reduces the content of intracellular water. Ap-
parently, this leads to a rise in the viscosity of 
the solutions and a reduction in the cryoinjury of 
the cells during the formation of ice crystals. 
Moreover, T.A. Calvo and P. Santagapita [5] repor-
ted that when freezing a solution of sodium algi-
nate, to which various concentrations of sucrose 
were added, the amount of free water and its acti-
vity decreased.

The DMSO incorporation into the gel aff ects the 
crystal formation in immobilized cells, and the pre-
sence of combinations of DMSO and sucrose in 
it provides a joint eff ect of the protective properties 
of extra- and intracellular cryoprotectants. At the 
same time, it should be noted that after freezing 
the cells immobilized in gel granules containing 
only DMSO, their viability increased with a rise 
in concentration of DMSO from 5 to 15%, and 
the rate of cells immobilized in a gel carrier with 
the addition of sucrose and 15% DMSO, decrea-
sed. This indicates a reduction of the free water 
fraction in the granules due to hydration of suc-
rose. As a result, the concentration of DMSO in 
cells and gels increases, which leads to the death 
of some cells.

The addition of cryoprotectants to the alginate 
gel can reduce the eff ects of physicochemical factors 
that cause damages and cell death in the granules 
freezing. This can be implemented at various low 
storage temperatures.

The obtained results are promising for the de-
velopment of therapeutic and prophylactic drugs 
and functional food products based on immobi-
lized probiotic strains of microorganisms and me-
thods of their long-term storage. Also, these results 
can be used during storage of immobilized star-
ting cultures of microorganisms in biotechnolo-
gical productions.

Conclusions
1. Maximum viability of free S. boulardii cells 

suspended in 1% sodium alginate solution, 10, 
20% sucrose solutions, 5–15% DMSO solutions, 
and cells immobilized in alginate gel granules 
were observed after cooling at a rate of 1 deg/min 
to –40°C followed by immersion into liquid nit-
rogen.

2. Post-thaw viability of cells immobilized in 
granules of 1% alginate gel is signifi cantly lower than 
in the specimens with the cells suspended in 1% 
sodium alginate solution. This is due to the additio-
nal mechanisms of cell cryoinjury in the granules.
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2. Після кріоконсервування показник жит-
тєздатності клітин, іммобілізованих у гранулах 
1%-го альгінатного гелю, значуще нижчий, ніж 
у зразках із клітинами, суспендованими в 1%-му 
розчині альгінату натрію. Це пов’язано з додатко-
вими механізмами кріопошкоджень клітин у гра-
нулах.

3. Додавання до складу альгінатного гелю 
ДМСО, сахарози та комбінація цих кріопротек-
торів підвищують життєздатність іммобілізова-
них клітин S. boulardii після заморожування до 
–196°С. Життєздатність клітин, іммобілізованих 
у гранулах гелю з додаванням комбінацій ДМСО 
(5, 10%) та сахарози (10, 20%), перевищує даний 
показник у зразках гелю, до якого додавали тільки 
одну складову (ДМСО або сахарозу).

3. The addition of DMSO, sucrose and a com-
bination of these cryoprotectants to the alginate 
gel increases the viability of immobilized S. bou-
lardii cells after freezing to –196 °C. The viability 
of cells immobilized in gel granules with the ad-
dition of combinations of DMSO (5, 10%) and suc-
rose (10, 20%) exceeds this value in the gel samples 
with just one component (DMSO or sucrose) added.
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