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Реферат: В работе исследовано влияние альгината натрия на жизнеспособность и кинетику фазовых превращений в 
суспензии клеток Saccharomyces cerevisiae в процессе криоконсервирования. Определены оптимальные условия криокон-
сервирования дрожжевых клеток: скорость охлаждения 1 град/мин в альгинатсодержащих криозащитных средах (жизнеспо-
собность клеток (90,79 ± 2,01)% – в растворе 1%-го альгината натрия и (88,11 ± 1,75)% – в комбинации 5%-го диметилсуль-
фоксида (ДМСО) и 1%-го альгината натрия). Методом криомикроскопии показано, что присутствие в криозащитной среде 
альгината натрия изменяет характер кристаллизации и смещает зону фазовых переходов в область более низких темпера-
тур. Начало фазовых превращений в образцах, замороженных в 5%-м растворе ДМСО, регистрировалось при температуре 
–8,5°С, в образцах, содержащих 1% альгинат натрия, – при –16°С, в трехкомпонентной системе, содержащей комбинацию 
1% альгината натрия и 5% ДМСО, – при –15°С.

Ключевые слова: криоконсервирование, дрожжи, альгинат натрия, жизнеспособность, криомикроскопия.
Реферат: У роботі досліджено вплив альгінату натрію на життєздатність і кінетику фазових перетворень у суспензії клі- 

тин Saccharomyces cerevisiae в процесі кріоконсервування. Визначено оптимальні умови кріоконсервування дріжджо- 
вих клітин: швидкість охолодження 1 град/хв у кріозахисних середовищах, що містять альгінат натрію (життєздатність 
клітин (90,79 ± 2,01)% – у розчині 1%-го альгінату натрію та (88,11 ± 1,75)% – у комбінації 5%-го диметилсульфоксиду 
(ДМСО) та 1%-го альгінату натрію). Методом кріомікроскопії показано, що присутність у кріозахисному середовищі альгі- 
нату натрію змінює характер кристалізації та зміщує фазові переходи у зону більш низьких температур. Початок фазових 
перетворень у зразках, заморожених в 5%-му розчині ДМСО, реєструвався при температурі –8,5°С, у зразках, що містять 
1% альгінату натрію, – при –16°С, у трикомпонентній системі, яка містить комбінацію 1% альгінату натрію і 5% ДМСО, – при –15°С.

Ключові слова: кріоконсервування, дріжджі, альгінат натрію, життєздатність, кріомікроскопія.
Abstract: The effect of sodium alginate on the viability and kinetics of phase transformations of Saccharomyces cerevisiae 

cells during cryopreservation was investigated. There were determined the optimal conditions for yeast cell cryopreservation 
such as: the cooling rate of 1 deg/min in alginate-containing cryoprotective media (cell viability of (90.79 ± 2.01)% and (88.11 ± 
± 1.75)% in solution of 1% sodium alginate and in combination of 5% dimethyl sulfoxide (DMSO) and 1% sodium alginate, respec- 
tively). Using cryomicroscopy, the presence of sodium alginate in cryoprotective medium was shown to change the crystallization 
performance and to shift the phase transition zone towards lower temperatures. The beginning of phase transformations in 
the specimens, cooled in 5% DMSO solution was recorded at –8.5°C, in those, containing 1% sodium alginate and in a three-
component system, comprising the combination of 1% sodium alginate and 5% DMSO, it was found at –16 and –15°С, respectively.

Key words: cryopreservation, yeast, sodium alginate, viability, cryomicroscopy.

В настоящее время разработано множество раз-
личных методов долгосрочного хранения микро- 
организмов, обеспечивающих сохранение их жиз-
неспособности, генетической и фенотипической 
стабильности. Все существующие на данный мо- 
мент методы консервирования основаны на пере-
воде клеток в состояние анабиоза, при котором 
сохраняются жизнеспособность и биологические 
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To date there are many different methods for 
long-term storage of microorganisms, ensuring the 
preservation of their viability, genetic and phenotypic 
stability. All the existing preservation techniques 
are based on cell transition into anabiosis, when the 
viability and biological properties of microorganisms 
are preserved due to inhibiting metabolic and 
physiological processes. The cryopreservation of 



microorganisms is usually performed in the culture 
medium, supplemented with different cryoprotec- 
tants, affecting the crystallization processes and sta- 
bilizing cytoplasmic membrane and cell wall [3, 4]. 
However, in spite of an indisputable practical signi- 
ficance of the standard cryoprotective methods, we 
believe they have some limitations. First of all, this 
is due to a wide use of microorganisms in biotech- 
nological processes, food and pharmaceutical indust- 
ries. The presence in the medium of cryoprotectants 
with a high cryoprotective activity, being necessary 
to prevent negative consequences of the 'water  

ice water' phase transitions during cell cooling- 
warming, is inexpedient because of either toxicity or 
impossible removal after completing technological 
cycle. In this context, either low temperature techno- 
logies free of the standard cryoprotective media or 
finding the ways to reduce the concentration of toxic 
cryoprotectants via introducing polysaccharides of 
natural origin into the media, are topical in current 
cryobiology [1, 18]. Among these substances of spe- 
cial attention is sodium alginate due to its unique 
properties [19, 20], one of which is the capability 
to form the high-viscosity colloidal solutions at low 
concentrations. A rise of the normalized viscosity 
when diluting the polyelectrolyte solution is caused 
by so-called polyelectrolyte swelling, i. e. an increase 
in the volume and, correspondingly, the linear di- 
mensions of macromolecular coils due to enhan- 
cement of electrostatic repulsion of the like-charged 
chain links [6]. It is known that sodium alginate 
is biodegradable and non-toxic substance, having nei- 
ther antigen properties, nor negative effect on human 
and animal biocenoses. The microorganisms, immo- 
bilized in gel carriers, particularly the yeast S. cere- 
visiae are widely used in medicine, veterinary, as 
well as in environmental protection [11]. Herewith 
the yeast cells are convenient model to study in cryo- 
biology, since as the lowest eukaryotes, they are easy-
to-use for culture and experiments. The possibility 
to use the sodium alginate solution for increasing 
the microbial cell resistance to cold exposures has 
been poorly studied to date.

The research aim was to study the kinetics of 
phase transformations during cooling-warming of 
the yeast Saccharomyces cerevisiae cells in cryopro- 
tective media, containing sodium alginate and dimet- 
hyl sulfoxide.

Materials and methods
The research object were the yeast S. cerevisiae 

cells, strain LO-2, obtained from the R&D Institute 
of Bakery Industry (St. Petersburg, Russia). The 
yeast cells were cultured according to the standard 
technique in unhopped beer wort (8°B) at 30°C with 

свойства микроорганизмов за счет торможения 
метаболических и физиологических процессов. 
При криоконсервировании микроорганизмов 
обычно используют среду культивирования с 
добавлением различных криопротекторов, вли-
яющих на кристаллизационные процессы и ста-
билизирующих цитоплазматическую мембрану и 
клеточную стенку [3, 4]. Однако, несмотря на бес- 
спорную практическую значимость традицион- 
ных методов криозащиты, по нашему мнению, они 
имеют ряд ограничений. Это связано, прежде все-
го, с тем, что микроорганизмы широко использу-
ются в биотехнологических процессах, пищевой 
и фармацевтической промышленности. Присут-
ствие же криопротекторов с достаточно высокой 
криозащитной активностью, необходимой для 
предотвращения негативных последствий фазо-
вых переходов «вода лед вода» при охлаж-
дении-отогреве клеток, нецелесообразно из-за 
токсичности или невозможности удаления в кон- 
це технологического цикла. Поэтому особую ак-
туальность на современном этапе приобретают 
низкотемпературные технологии без использова- 
ния традиционных криопротекторных сред или раз- 
работка способов снижения концентрации токси-
ческих криопротекторов путем введения в среды 
полисахаридов природного происхождения [1, 20]. 
Особое внимание среди такого рода веществ за-
служивает альгинат натрия благодаря своим 
уникальным свойствам [11, 12], одним из кото- 
рых является способность образовывать при низ-
ких концентрациях высоковязкие коллоидные 
растворы. Возрастание приведенной вязкости 
при разбавлении раствора полиэлектролита вы-
звано так называемым полиэлектролитным на-
буханием, т. е. увеличением объема и соответ-
ственно линейных размеров макромолекулярных 
клубков из-за увеличения электростатического 
отталкивания одноименно заряженных звеньев 
цепи [5]. Альгинат натрия подвержен биодегра- 
дации, нетоксичен, не обладает антигенными 
свойствами, не оказывает негативного влияния 
на биоценозы человека и животных. Иммобили-
зованные в гелевых носителях микроорганизмы, 
в частности дрожжи Saccharomyces сerevisiae, ши- 
роко используются в медицине, ветеринарии, а 
также для решения экологических проблем [16]. 
Одновременно дрожжи – удобная модель для ис- 
следований в криобиологии, поскольку, они яв- 
ляясь низшими эукариотами, удобны и просты для 
культивирования и проведения экспериментов.  
Возможность использования раствора альгината 
натрия для повышения устойчивости клеток  
микроорганизмов к холодовым воздействиям к 
настоящему времени исследована недостаточно. 
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aeration till the stationary growth phase onset [7]. 
As the suspension media for cells we used the fol- 
lowing solutions: distilled water for group 1; 1% 
sodium alginate solution for group 2; 5% dimethyl 
sulfoxide (DMSO) for group 3; two-component so- 
lution, containing 1% sodium alginate and 5% DMSO 
for group 4. In all the experiment variants the so- 
dium alginate solutions (FarmaSino, China) and 
DMSO (Dia-M, Russia) were prepared with distilled 
water. The final concentration of DMSO and sodium 
alginate was 5 and 1%, respectively. The concent- 
ration of cell suspension in all the samples was 
2.5×108 cells/ml. 

Samples in 1.8 ml cryogenic vials (Nunc, USA) 
were cooled with 1; 5; 10 and 15 deg/min rates down 
to –40°C, followed by transfer into liquid nitrogen, 
as well as by a direct immersion into liquid nitrogen 
with uncontrolled cooling rate. The samples were 
warmed in water bath at 37°C.

The viability of yeast S. cerevisiae was assessed 
by the capability to form macrocolonies on sur- 
face of agarized media (Koch plating method). The 
S. cerevisiae cells, not subjected to cooling-warming, 
served as the control.

The cryomicroscopy [14] was used to compara- 
tively study the features of the 'water ice water' 
phase transition and forming crystal structure in 4 
groups of samples: group 1 – 1% sodium alginate 
solution free of yeast S. cerevisiae cells; groups 2, 3 
and 4 corresponded to the mentioned above.

Drop-sized samples were applied to a slide of 
the working chamber of a cryodevice. The sample 
was then coated with a cover glass to prevent drying 
and obtain a thin layer, which made it possible to 
obtain a clear image in trassmitted light. The samples 
were cooled with 1 deg/min rate down to –40°C 
till observing the visible changes in crystal structure 
and then warmed with 1 deg/min rate. In order to 
record the phase transition, kinetics of crystallization 
and melting processes in the samples, the DCM-300 
eyepiece camera was used in photo and frame-by-
frame video mode, recording with either 1 frame per 
5 seconds or 1 frame per 3 seconds rate, herewith 
each subsequent frame corresponded to a decrease 
(increase) of temperature in the working chamber of 
cryomicroscope by 0.08 or 0.05°C.

The findings were statistically processed with the 
Student method using the Excel software (Microsoft, 
USA).

Results and discussion
In terms of chemical composition, the alginates 

are polysaccharide polymers from the interconnected 
residues of β-D-mannuronic and α-L-guluronic acids. 
During gel formation, the polysaccharide chains are 

Цель работы – сравнительное изучение кине-
тики фазовых превращений в процессе охлаж-
дения-отогрева клеток дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae в криозащитных средах, содержащих 
альгинат натрия и криопротектор диметилсуль-
фоксид.

Материалы и методы
Объектом исследования служили клетки дрож- 

жей S. cerevisiae, штамм ЛО-2, полученный из 
РНИИ хлебопекарной промышленности (г. Санкт- 
Петербург, Россия). Дрожжи культивировали по  
стандартной методике в неохмеленном пивном 
сусле (8°Б) при 30°С с аэрацией до начала 
стационарной фазы роста [7]. В качестве 
сред суспендирования для клеток использовали: 
группа 1 – дистиллированную воду; группа 2 – 
1%-й раствор альгината натрия; группа 3 – 5%-й 
раствор диметилсульфоксида (ДМСО); груп- 
па 4 – двухкомпонентный раствор, содержащий 
1% альгината натрия и 5% ДМСО. Во всех вари-
антах экспериментов растворы альгината натрия 
(«FarmaSino», Китай) и ДМСО («ДиаэМ», Рос-
сия) готовили на дистиллированной воде. Конеч-
ная концентрация ДМСО соответствовала 5%, 
альгината натрия – 1%. Концентрация суспензии 
клеток во всех образцах составляла 2,5×108 кл/мл.

Образцы в криопробирках цилиндрической 
формы с рабочим объемом 1,8 мл («Nunc», США) 
охлаждали со скоростями 1; 5; 10 и 15 град/мин до 
–40°С с последующим переносом в жидкий азот, 
а также методом прямого погружения в жидкий 
азот с неконтролируемой скоростью охлаждения. 
Образцы отогревали на водяной бане при темпе-
ратуре 37°С.

Жизнеспособность дрожжей S. cerevisiaе оце-
нивали по способности образовывать макроко- 
лонии на поверхности агаризованных сред («ча- 
шечный» метод Коха). Контролем служили клетки 
S. сerevisiaе, не подвергнутые охлаждению-отог- 
реву.

Методом криомикроскопии [9] в сравнитель-
ном аспекте были изучены особенности фазового 
перехода «вода лед вода» и формирующейся 
кристаллической структуры в четырех группах 
образцов: группа 1 – 1%-й раствор альгината на-
трия без клеток дрожжей S. cerevisiaе, группы 2, 3 
и 4 соответствовали приведенным выше.

Образцы в виде капли наносили на предмет-
ное стекло рабочей камеры криоприставки. За-
тем образец покрывали покровным стеклом для 
исключения высыхания и получения тонкослой-
ного препарата, позволяющего получить четкое 
изображение на просвет. Образцы охлаждали 
со скоростью 1 град/мин до температуры –40°C 
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first joined together by hydrogen bridges, then these 
chains bind metal ions and form a cellular structure 
due to the appearance of ion-coordination bonds 
between carboxyl and hydroxyl groups of pyranose 
cycles of α-L-guluronic acid of neighbouring poly- 
mer chains and metal ions. Since the sodium al- 
ginate refers to heteropolysaccharides, its properties 
are primarily determined by the ratio of polymer 
chains of the residues of β-D-mannuronic acid (M- 
block) and those α-L-guluronic acid (G-block). The 
content and a relative length of G-blocks are the 
most important criteria for the most valuable pro- 
perty of alginates, i. e. the capability to gel forma- 
tion. Block composition determines many other cha- 
racteristics of alginates, including biological activity 
and capability to complex formation with the op- 
positely charged biopolymers as well. The use of 
alginates in cryobiology is based on the stability of 
alginate gel to cooling, freezing and preservation 
of its properties during thawing.

Proceeding from the mentioned above, at the 
first stage we comparatively studied the effect of 
cryoprotective media, containing sodium alginate 
and cryoprotectant DMSO, as well as cooling rates 

до завершения видимых изменений кристалли- 
ческой структуры и затем отогревали со скоростью 
1 град/мин. Регистрацию фазового перехода, кине- 
тики процесса кристаллизации и плавления об-
разцов осуществляли с использованием видеока- 
меры-окуляра DCM-300 (Китай) в режиме фото- 
и покадровой видеосъемки со скоростью 1 кадр 
через 5 с или со скоростью 1 кадр через 3 с, при 
этом каждый последующий кадр соответствовал 
снижению (повышению) температуры в рабочей 
камере криомикроскопа на 0,08 или 0,05°C. 

Полученные результаты статистически обраба-
тывали по методу Стьюдента с применением ком-
пьютерной программы «Excel» (Microsoft, США).

Результаты и обсуждение
Химически альгинаты представляют собой по- 

лисахаридные полимеры из остатков β-D-ман-
нуровой и α-L-гулуроновой кислот, соединен-
ных между собой. При образовании геля сначала 
полисахаридные цепочки соединяются между 
собой водородными мостиками, а затем эти це-
почки, связываясь с ионами металлов, образуют 
ячеистую структуру. Формирование подобной 
структуры происходит за счет образования ион-
но-координационных связей между карбоксиль-
ными и гидроксильными группами пиранозных 
циклов α-L-гулуроновой кислоты, соседних поли- 
мерных цепей и его ионов металла. Поскольку  
альгинат натрия являясь гетерополисахаридом, 
а его свойства определяются, прежде всего, соот- 
ношением полимерных цепей остатков β-D-ман- 
нуровой кислоты (М-блок) и остатков α-L-гулу- 
роновой кислоты (G-блок). Cодержание и относи- 
тельная длина  G-блоков являются важнейшими 
критериями наиболее ценного свойства аль- 
гинатов – способности к гелеобразованию. Блоч- 
ный состав определяет и другие характеристи- 
ки альгинатов, включая биологическую активность 
и способность к комплексообразованию с про- 
тивоположно заряженными биополимерами. Ис- 
пользование альгинатов в криобиологии основа-
но на том, что альгинатный гель термически необ- 
ратим, выдерживает охлаждение, замораживание 
и сохраняет свои свойства при отогреве. 

Исходя из вышеизложенного на первом этапе 
работы было проведено сравнительное изучение 
влияния криозащитных сред, в составе которых 
содержится альгинат натрия и криопротектор 
ДМСО, а также скоростей охлаждения на жизне-
способность клеток S. сerevisiae после деконсер-
вирования. Полученные результаты приведены 
на рис. 1.

Установлено, что жизнеспособность деконсер-
вированных клеток S. cerevisiae при охлаждении 

Рис. 1. Жизнеспособность клеток S. сerevisiae после ох-
лаждения с различными скоростями в средах, содержа-
щих 1% альгината натрия и 5% ДМСО, последующего 
отогрева: □ – дистилированная вода; ■ – 1% альгината 
натрия; ■ – 5% ДМСО; ■ – 1% альгината натрия и 5% 
ДМСО; * − различия статистически значимы по отноше-
нию к другим скоростям охлаждения; # − по отношению 
к группе 3 (р < 0,05).
Fig. 1. Viability of S. cerevisiae cells after cooling with dif- 
ferent rates in the media, containing 1% sodium alginate 
and 5% dimethyl sulfoxide and subsequent warming: □ – 
distilled water; ■ – 1% sodium alginate; ■ – 5% DMSO; 
■ – 1% sodium alginate and 5% DMSO; * – differences 
are statistically significant with respect to other cooling 
rates; # – in respect to group 3 (p < 0.05).
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on the viability of post-cryo S. cerevisiae cells. The 
findings are shown in the Fig. 1. 

The viability index of post-cryo S. cerevisiae 
cells during cooling with 1 and 5 deg/min rates in a 
protective medium, containing 1% sodium alginate 
(group 2), was established as not significantly dif- 
fering from that in the samples with 5% DMSO 
(group 3). In case of cooling the samples with 10 deg/ 
min rate, the viability indices of post-cryo cells were 
significantly reduced in groups 2 (1% sodium algi- 
nate) and 4 (1% sodium alginate and 5% DMSO), 
but they were higher than in group 3 (5% DMSO). 
When the samples were cooled with 15 deg/min 
rate, the viability of post-cryo cells in all four groups 
reached the values below 20%. Thus, the highest via- 
bility indices of post-cryo cells were obtained using 
cooling with 1 deg/min rate in the groups, containing 
sodium alginate in cryoprotective medium, i. e.: 
group 2 – (90.79 ± 2.01)%; group 4 – (88.11 ± 1.75)% 
[17]. The analysis of the findings enabled conclu- 
ding that the sodium alginate solution itself posses- 
sed high cryoprotective properties.

At the second stage, in order to elucidate the pos- 
sible mechanisms of a cryoprotective action of sodium 
alginate, it was necessary to determine the features 
of the 'water ice water' phase transition in the 
alginate-containing cryoprotective media. It is known 
that when designing the efficient methods of cryo- 
preservation, first of all it is necessary to consider 
the processes, associated with phase transforma- 
tions, occurring during freezing in cryoprotective solu- 
tions. In particular, one of these processes is a forma- 
tion of channels and inclusions filled with highly 
concentrated liquid fractions, whereto the cells are 
displaced when the growing front of ice crystals mo- 
ves [8–10, 15, 16].

Using cryomicroscopy we studied the kinetics of 
phase transformations for cooling-warming of the 
yeast cell suspension in the studied cryoprotective 
media. This method enabled a visual assessment of 
the features of emerging crystal structure, as well as 
the kinetics of ice crystal growth, to experimentally 
establish and substantiate the optimal conditions, 
ensuring the maximum preservation of the biological 
object under study [5, 12].

The Fig. 2 shows cooling and warming of 1% 
sodium alginate solution. Small crystals of silver 
iodide (AgJ) were introduced into this solution to 
identify the field of view. Thus the field of view of 
the sample was covered with AgJ crystals of diffe- 
rent sizes. When 1% sodium alginate solution was 
cooled, the suspended AgJ particles were in motion, 
which made obstacles to record a clear picture down 
to –6.0°C (Fig. 2A), when the gel formation process 
in the sample was apparently completed. Within the 

со скоростями 1 и 5 град/мин в защитной среде, 
содержащей 1% альгината натрия (группа 2), 
значимо не отличается от жизнеспособности  
клеток в образцах, содержащих 5% ДМСО (груп-
па 3). При охлаждении образцов со скоростью 
10 град/мин показатели жизнеспособности декон- 
сервированных клеток существенно снижаются 
в группах 2 (1% альгината натрия) и 4 (1% альги- 
ната натрия и 5% ДМСО), однако они выше, чем 
в группе 3 (5% ДМСО). При охлаждении образ-
цов со скоростью 15 град/мин жизнеспособность 
деконсервированных клеток во всех четырех 
группах достигает значений ниже 20%. Таким 
образом, наиболее высокие показатели жизне- 
способности деконсервированных клеток полу-
чены при охлаждении образцов со скоростью 
1 град/мин в группах, содержащих в криозащит-
ной среде альгинат натрия: группа 2 – (90,79 ± 
± 2,01)%, группа 4 – (88,11 ± 1,75)% [10]. Про-
веденный анализ результатов позволил сделать 
вывод о том, что раствор альгината натрия сам 
по себе обладает высокими криопротекторными 
свойствами.

Для выяснения возможных механизмов крио- 
протекторного действия альгината натрия на вто- 
ром  этапе было необходимо определить особен- 
ности фазового перехода «вода лед вода» в 
альгинатсодержащих криопротекторных средах. 
Известно, что при разработке эффективных спо- 
собов криоконсервирования необходимо учиты- 
вать, прежде всего, процессы, связанные с фа-
зовыми превращениями, происходящими при 
замораживании в криопротекторных растворах. 
В частности, это формирование каналов и вклю-
чений с высококонцентрированными жидкими 
фракциями, в которые вытесняются клетки при 
продвижении фронта роста кристаллов льда [6, 
14, 15, 18, 19].

Методом криомикроскопии нами была изуче- 
на кинетика фазовых превращений в процессе 
охлаждения-отогрева суспензии дрожжевых кле- 
ток в исследуемых криозащитных средах. Данный 
метод позволил визуально оценить особенности 
формирующейся кристаллической структуры, а 
также кинетику роста кристаллов льда, экспери-
ментально установить и обосновать оптимальные 
условия, обеспечивающие максимальную сохран- 
ность изучаемого биологического объекта [13, 17]. 

На рис. 2 представлен процесс охлаждения и 
отогрева 1%-го раствора альгината натрия. В це-
лях идентификации поля зрения в данный рас-
твор были внесены кристаллики йодистого сере-
бра (АgJ). В связи с этим визуально в поле зрения 
образец был усеян кристалликами АgJ разного 
размера. При охлаждении 1%-го раствора альги-
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temperature range of –6.0 …–9.0°C the picture re- 
mained stable in the field of view. At –9.2°C (Fig. 2 
B) there was observed a phase transition in the form 
of an instant «spilling» of a specific fine-crystalline 
structure, the structure of which was a kind of mesh 
made of thin strand like channels. This is probably 
due to the peculiarities of a spatial structure of sodium 
alginate molecule, consisting of the residues of two 
uronic acids, being in pyranose form and joined 
together by 1,4-glycosidic bonds.

The polymer gels are disperse systems with a 
liquid disperse medium (water), where the particles 
of dispersed phase (polymer) form a continuous 
three-dimensional macromolecular network, acting 
as a scaffold, the hollows in which are filled with 
a dispersion medium. At the points of contact, the 
particles of dispersed phase are connected by inter- 
molecular forces directly or via a thin interlayer of 
dispersed medium. As a rule, these gels are formed 
with temperature decrease. The formation of fine-
grained ice during phase transition in 1% sodium 
alginate solution may be stipulated right by forming 
a three-dimensional macromolecular network du- 
ring gel formation, which fragments an aqueous 
fraction and limits the water molecule access for ac- 
tive growth of ice crystals.

With further cooling, at the background of 
the primary formed crystalline structure the dark 
formations appeared (Fig. 2C), the size of which in- 
creased with decreasing temperature, that enabled 
to distinguish them from AgJ crystals. When the 
temperature reached –40°C (Fig. 2D), a crystal struc- 
ture generally preserved its morphology, and grains 
acquired distinct boundaries, that testified to a con- 
tinuous freezing of water fraction during sample’s 
cooling. The appeared inclusions were of different 

ната натрия взвешенные в нем частицы АgJ на-
ходились в движении, что затрудняло регистра- 
цию четкой картины, вплоть до температуры 
–6,0°C(рис. 2, A), при которой, по-видимому, за-
вершился процесс гелеобразования в образце. В 
интервале температур –6,0…–9,0°C поле зрения 
оставалось стабильным. При температуре –9,2°C 
(рис. 2, B) наблюдался фазовый переход в виде 
мгновенного «высыпания» мелкокристаллической 
структуры, строение которой имело вид своеоб- 
разной ажурной сетки, образованной тонкими  
нитьями каналов.

Гели полимеров представляют собой дисперс- 
ные системы с жидкой дисперсионой средой (вода), 
в которой частицы дисперсионой фазы (полимер) 
образуют непрерывную трехмерную макромоле- 
кулярную сетку, выполняющую роль каркаса, 
в котором пустоты заполнены дисперсионной 
средой. В местах контакта частицы дисперсной 
фазы соединены между собой непосредственно 
силами межмолекулярного взаимодействия или 
через тонкую прослойку дисперсионой среды. Как 
правило, такие гели возникают при понижении 
температуры. Образование мелкокристалличес- 
кого льда при фазовом переходе в 1%, растворе 
альгината натрия может быть обусловлено имен-
но формированием при гелеобразовании такой 
трехмерной макромолекулярной сетки, которая 
фрагментирует водную фракцию и ограничивает 
доступ молекул воды для активного разрастания 
кристаллов льда.

При дальнейшем охлаждении на фоне первич-
но образовавшейся кристаллической структуры 
появлялись темные образования (рис. 2, C), раз-
мер которых по мере снижения температуры уве-
личивался, что однозначно позволяло отличить их 

Рис. 2. Процесс охлаждения-отогрева 1%-го раствора альгината натрия: A – контроль; B – ↓ T= –9.2°C; C – 
↓T= –22°C; D –↓T= –40°C; E – ↑ T= –15°C; F – ↑ T = –7.5°C; G – ↑ T= –4°C; H – ↑ T= 20°C, 200 мкм.
Fig. 2. Cooling-warming of 1% sodium alginate solution: A – control; B – ↓ T= –9.2°C; C –↓T= –22°C; D –↓T= –40°C; 
E – ↑ T= –15°C; F – ↑ T = –7.5°C; G – ↑ T= –4°C; H – ↑ T= 20°C, scale bar, 200mm.

A B C D

E F G H
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shapes and sizes. We believe that the observed inclu-
sions represent a displaced sodium alginate solution 
with a higher concentration. 

During warming within temperature range from 
–40…–7.5°C no significant changes in crystal struc- 
ture were observed (Fig. 2E, F). The rearrangement 
of crystal structure, caused by recrystallization, as 
well as the enlightenment and spherulation of inclu- 
sions, formed during cooling, was observed at –7.5... 
4.0°C (Fig. 2G). Further temperature increase caused 
an intensive melting of ice crystals and dissolution 
of inclusions, evidenced by their decreased number 
in the field of view. At 20°C an appearance of the 
sample was identical to the initial one (Fig. 2H).

The Fig. 3 demonstrates the phenomena occurred 
during cooling-warming of the yeast S. cerevisiae cell 
suspension, containing 1% sodium alginate.

During cooling of cell suspension the field of 
view changed due to cell movement down to the 
temperatures below –10°C, that testified to its liquid 
state. Within the temperature range of –13°C, a 
picture remained stable, which was probably due to 
the gel formation process (Fig. 3A).

At –16°C (Fig. 3B) we observed a simultaneous 
progress of several crystallization fronts from the 
periphery of the field of view, which were occluded 
at –18°C and formed the network of channels. As a 
result of phase transition, the sample became a fine 
grid, divided into the areas, bounded by the channels 
(Fig. 3C). Further temperature decrease was entailed 
by narrowing of channels and formation of liquid 
inclusions along them, possibly displaced from the 
channels. The structural grid was preserved. When 
reaching the stabilization temperature of –40°C, the 

от кристалликов АgJ. При достижении температу-
ры –40°C (рис. 2, D) кристаллическая структура, 
в целом сохраняя свою морфологию, приобретала 
четкие границы зерен, что свидетельствовало о 
непрерывном вымораживании водной фракции в 
процессе охлаждения образца. Возникшие вклю-
чения имели различную форму и размер. Мы 
полагаем, что наблюдаемые различной формы и 
размера включения представляют собой вытес-
ненный раствор альгината натрия с более высокой 
концентрацией. 

На этапе отогрева в интервале температур от 
–40°C до –7,5°C существенные изменения крис- 
таллической структуры не отмечались (рис. 2, E и 
F). В интервале температур –7,5…–4,0°C (рис. 2, 
G) наблюдался процесс перестройки кристал-
лической структуры, обусловленный рекристал- 
лизацией, а также просветление и сферуляция 
включений, образовавшихся на этапе охлажде-
ния. При дальнейшем повышении температуры 
наблюдались интенсивное плавление кристаллов 
льда и растворение включений, о котором сви- 
детельствовало уменьшение их количества в 
поле зрения. При температуре 20°C визуальное 
состояние образца было идентично исходному 
(рис. 2, H).

На рис. 3 представлен процесс охлаждения и 
отогрева суспензии клеток дрожжей S. cerevisiae, 
содержащей 1%-й альгинат натрия. 

При охлаждении клеточной суспензии изме-
нялось поле зрения в результате движения клеток 
вплоть до температур ниже –10°C, что свидетель-
ствовало о ее жидком состоянии. В области тем-
пературы –13°C визуальная картина стабилизиро-

Рис. 3. Процесс охлаждения-отогрева суспензии клеток S. cerevisiae в 1%-м растворе альгината натрия: A – 
контроль; B – ↓ Т= −16°C; C – ↓ Т= −18°C; D – ↓ Т= −40°C; E – ↑ Т= −15°C; F – ↑ Т= −7°C; G – ↑ Т= −4,7°C, H –  
↑ Т= 20°C, 200 мкм.
Fig. 3. Cooling-warming of S. cerevisiae cell suspension in 1% sodium alginate solution: A – control; B – ↓ Т= −16°C; 
C – ↓ Т= −18°C; D – ↓ Т= −40°C; E – ↑ Т= −15°C; F – ↑ Т= −7°C; G – ↑ Т= −4,7°C, H – ↑ Т= 20°C, 200mm.
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sample was of crystalline structure with thin fila- 
ments of channels between grains and liquid inclu- 
sions of different shapes (Fig. 3D).

During warming no significant changes in the 
sample were observed within the range from stabili- 
zation temperature of –40°C up to –15°C. With 
temperature rise within the range of –15…–7.0°C 
(Fig. 3E) the sizes augmented and the shape of in- 
clusions changed both inside ice bulk and the chan- 
nels, formed at the boundary between crystalline 
grains, nevertheless the width of boundary (channels) 
remained not increased. A mild grid disapeared at 
–7.0°C (Fig. 3F). The temperature range of intense 
melting of ice crystals (–6.5…–4.7°C) was characte- 
rized by an increased volume of liquid fraction, the 
spherulation of inclusions in channels, as well as the 
appearance of a liquid fraction in closed inclusions 
inside ice, where cells were observed during phase 
transition at cooling stage. With further temperature 
rise, the size of spherical inclusions in liquid fraction 
decreased gradually. Melting of ice crystals in the 
field of view was completed at –3.5°C, but the liquid 
inclusions continued to dissolve and were comple- 
tely dissolved only at –2.5°C (Fig. 3G). After comple- 
ting the 'cooling-warming' cycle at 20°C, the yeast 
cells restored their initial volume and appeared as 
intact ones  (Fig. 3H).

The Fig. 4 demonstrates the cooling and warming 
processes of the yeast S. cerevisiae cell suspension, 
containing 5% DMSO. The initial suspension was a 
heterogeneous system, consisting of both individual 
cells of different sizes (5–10 μm) and the cells with 
contacts forming groups or linear chains (Fig. 4A). 
Having a small size, the yeast cells moved freely in 
he field of view, therefore during cooling the picture 
was slightly changed. The phase transition in the 
sample was observed at –8.5°C from a supercooled 
state, as evidenced by an instantaneous filling of field 
of view with ice crystals and formation of a branched 
network of channels (Fig. 4B).

From a thermodynamic point of view, the state 
of polycrystalline structure with a large extent of 
boundaries is energetically unprofitable, and there- 
fore unstable. In this context, an active process of 
recrystallization occurred in the sample (Fig. 4C). 
Further growth of extracellular ice crystals proceeded 
due to the water fraction incoming from the mother 
liquor in channels. The width of channels was noti- 
ceably reduced, and DMSO concentration increa- 
sed as a matter of course (Fig. 4D). During rearran- 
gement of extracellular structure, the yeast cells 
occurred in closed liquid inclusions inside ice struc- 
ture or were pushed into the channels as well. 

During warming the melting of ice crystals 
was observed at –25°C, the boundary between the 

валась стабильной, что, возможно, обусловлено 
процессом гелеобразования (рис. 3, А). 

При температуре –16°C (рис. 3, B) из пери-
ферии поля зрения наблюдалось продвижение 
одновременно нескольких кристаллизационных 
фронтов, которые сомкнулись при температуре 
–18°C, образуя сеть каналов. В результате фазо-
вого перехода образец стал представлять собой 
мелкую сетку, разделенную на области, ограни-
ченные каналами (рис. 3, C). Дальнейшее пони-
жение температуры приводило к сужению кана-
лов и образованию вдоль них жидких включений, 
возможно, вытесненных из каналов. Структурная 
сетка сохранялась. При достижении температуры 
стабилизации –40°C образец представлял собой 
кристаллическую структуру с тонкими нитями 
каналов между зернами и жидкими включениями 
разной формы (рис. 3, D). 

На этапе отогрева в интервале от температуры 
стабилизации –40°C до температуры –15°C суще-
ственных изменений в образце не отмечалось. По 
мере повышения температуры в зоне –15…–7,0°C 
(рис. 3, E) увеличивались размеры и изменялась 
форма включений как в структуре льда, так и в 
каналах, образовавшихся на границе между кри-
сталлическими зернами, однако ширина грани-
цы (каналов) не увеличивалась. При температуре 
–7,0°C едва различимая сетка перестала визуали-
зироваться (рис. 3, F). Температурный интервал 
интенсивного плавления кристаллов льда –6,5…
–4,7°C характеризовался увеличением объема 
жидкой фракции, сферуляцией включений в кана-
лах, а также появлением жидкой фракции в зам-
кнутых включениях в структуре льда, в которых 
оказались клетки при фазовом переходе на этапе 
охлаждения. При дальнейшем повышении тем- 
пературы постепенно уменьшался размер сфери-
ческих включений в жидкой фракции. Плавление 
кристаллов льда в поле зрения завершилось при 
температуре –3,5°C, однако жидкие включения 
продолжали растворяться и полностью раство-
рились лишь при температуре –2,5°C (рис. 3, G). 
После завершения цикла «охлаждение-отогрев» 
при 20°C клетки дрожжей восстановили перво-
начальный объем и морфологически оставались 
сохранными (рис. 3, H).

На рис. 4 представлен процесс охлаждения и 
отогрева суспензии клеток дрожжей S. cerevisiae, 
содержащей 5% ДМСО. Исходная суспензия пред- 
ставляла собой гетерогенную систему, которая 
состояла как из отдельных клеток различных 
размеров (в пределах от 5 до 10 мкм), так и кон-
тактирующих клеток в виде групп или линей- 
ных цепочек (рис. 4, A). В силу малых размеров 
клетки дрожжей свободно перемещались в поле 
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close channels disappeared and their fusion occured 
(Fig. 4E). Further temperature rise was accompa- 
nied by an increase of liquid fraction areas. Within 
the intense melting range (temperature interval 
–15.0…–5.0°C) the most cells were seen in the 
channels, and as a result of dehydration, their size 
decreased significantly (Fig. 4F). The cells, which 
occurred during phase transition in closed inclusions 
inside an ice crystal, remained in such a state up to 
–5.6°C, when the appearance of liquid fraction was 
noted in the inclusions. At –4.6°C (Fig. 4G) the 
ice crystals virtually disappeared from the field 
of view. After completing the 'cooling-warming' 
program at 20°C (Fig. 4H), the cell volume was 
restored, and no signs of morphological disorders 
were present, indicating thereby the yeast survival.

The Fig. 5А demonstrates the cooling and war- 
ming of a three-component system, containing the 
yeast S. cerevisiae cells, 5% DMSO and 1% sodium 
alginate. In this sample, the cell movement in the 
field of view was noted down to –15°C (Fig. 5B). 
At this temperature, the field of view instantaneous- 
ly got a dotted structure as a result of phase transi- 
tion, and the yeast cells were larger than these dots. 
Next, the process of ice crystal development and 
channel network formation followed (Fig. 5C). As 
the fronts of growing ice crystal moved forward, 
the point formations were displaced into the local 
areas (Fig. 5D).

During warming within the range from stabili- 
zation temperature of –40°C up to –25°C no visible 
changes in the formed structure were noted. But 
starting from –23°C (Fig. 5E), the process of disso- 
lution of point formations began, which almost en- 

зрения, поэтому в процессе охлаждения визуаль- 
ная картина несколько менялась. Фазовый пере- 
ход в образце наблюдался при температуре –8,5°C 
из переохлажденного состояния, о чем свиде- 
тельствовали мгновенное заполнение полязрения 
кристаллами льда и формирование разветвлен- 
ной сети каналов (рис. 4, B).

С термодинамической точки зрения состоя-
ние поликристаллической структуры, имеющей 
большую протяженность границ, энергетически 
невыгодно, а потому нестабильно. В связи с этим 
в образце прошел активный процесс рекристалли-
зации (рис. 4, С). Последующий рост внеклеточ-
ных кристаллов льда осуществлялся за счет по-
ступления водной фракции из маточного раствора 
в каналах. Ширина каналов заметно уменьша- 
лась и в них закономерно повышалась концент- 
рация ДМСО (рис. 4, D). В процессе перестройки 
внеклеточной структуры клетки дрожжей ока-
зывались как в замкнутых жидких включениях 
в структуре льда, так и оттесненными в каналы.

На этапе отогрева процесс плавления крис- 
таллов льда отмечался в области –25°C при фикси- 
ровании исчезновения границы между близко рас-
положенными каналами и их слиянием (рис. 4, E). 
Дальнейшее повышение температуры сопровож- 
далось увеличением областей жидкой фракции. В 
области интенсивного плавления (интервал темпе- 
ратур –15,0…–5,0°C) хорошо видно, что основ-
ная масса клеток располагалась в каналах и в ре-
зультате обезвоживания их размер существенно 
уменьшился (рис. 4, F). Клетки, которые при фа-
зовом переходе оказались в замкнутых включени-
ях в кристаллической структуре льда, оставались 

Рис. 4. Процесс охлаждения-отогрева суспензии клеток S. cerevisiae в 5%-м растворе ДМСО: A – контроль; 
B – ↓ Т= −8,5°C; C – ↓ Т= −12°C; D – ↓ Т= −40°C; E – ↑ Т= −25°C; F – ↑ Т= −15°C; G – ↑ Т= −4,6°C; H – ↑ Т= 20°C, 
200 мкм.
Fig. 4. Cooling-warming of S. cerevisiae cell suspension in 5% solution of DMSO: A – control; B – ↓ Т= −8,5°C; C – 
↓ Т= −12°C; D – ↓ Т= −40°C; E – ↑ Т= −25°C; F – ↑ Т= −15°C; G – ↑ Т= −4,6°C; H – ↑ Т= 20°C, 200mm.

A B C D

E F G H
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в таком состоянии вплоть до температуры –5,6°C, 
при которой во включениях отмечалось появле-
ние жидкой фракции. При температуре –4,6°C 
(рис. 4, G) кристаллы льда практически исчеза-
ли из поля зрения. После завершения заданной 
программы «охлаждения-отогрева» при темпера- 
туре 20°C (рис. 4, H) объем клеток восстанав- 
ливался, а признаки морфологических наруше- 
ний отсутствовали, что свидетельствовало о со-
хранности дрожжей. 

На рис. 5, А представлен процесс охлаждения 
и отогрева трехкомпонентной системы, содержа-
щей клетки дрожжей S. cerevisiae, 5% ДМСО и 
1% альгината натрия. В данном образце движение 
клеток в поле зрения отмечалось вплоть до –15°C 
(рис. 5, B). При данной температуре в резуль- 
тате фазового перехода поле зрения мгновенно 
приобретало точечную структуру, на фоне ко-
торой клетки дрожжей имели большой размер. 
Далее следовали процессы развития кристаллов 
льда и формирования сети каналов (рис. 5, C). 
По мере продвижения фронтов роста кристал- 
лов льда наблюдалось вытеснение точечных об- 
разований в локальные области (рис. 5, D).

На этапе отогрева в интервале от температуры 
стабилизации –40°C до температуры –25°C види-
мых изменений в сформировавшейся структуре 
отмечено не было. Но уже начиная с температу-
ры –23°C (рис. 5, E) начался процесс растворе-
ния точечных образований, который практически 
завершился при температуре –15°C (рис. 5, F). Па- 
раллельно наблюдался также процесс плавления 
крупных кристаллов льда, о чем свидетельство-
вали появление жидкой фракции между грани- 
цами кристаллических зерен и последующее уве- 
личение ее объема. Область интенсивного плав- 
ления кристаллов льда соответствовала темпера-
турному интервалу –5,0…–3,5°C (рис. 5, G). После 
отогрева образца при температуре 20°C клетки 
дрожжей выглядели сохранными. Характерных 
образований жидких включений при развитии 
кристаллов льда в данной системе не наблю- 
далось (рис. 5, H).

Согласно представлениям классической теории 
фазовых переходов в конденсированных системах 
распад метастабильного состояния «жидкость– 
кристалл» обусловлен наличием зародышей кри-
тического размера, возникновение которых но- 
сит вероятностный характер и зависит от дви- 
жущей силы процесса переохлаждения как 1/∆T. 
Экспериментально показано, что скорость заро- 
дышеобразования является действительно функ- 
цией переохлаждения и имеет максимум при 
некоторой определенной для каждого раствора 
температуре [8].

ded at –15°C (Fig. 5F). The melting of large ice crys- 
tals was observed simultaneously, as evidenced by 
the appearance of liquid fraction between the boun- 
daries of crystalline grains and a subsequent increase 
in its volume. The area of intensive melting of ice 
crystals corresponded to the temperature interval 
of –5.0…–3.5°C (Fig. 5G). After sample warming 
up to 20°C, the yeast cells appeared intact. No cha- 
racteristic liquid inclusions were observed during 
ice crystal development in this system (Fig. 5H).

According to the notions of the classical theory 
of phase transitions in the condensed systems, the 
disruption of metastable «liquid-crystal» state is cau- 
sed by the presence of critical-size nuclei, the oc- 
currence of which is probabilistic and depends 

Рис. 5. Процесс охлаждения-отогрева суспензии кле- 
ток S. cerevisiae в двухкомпонентном криозащитном 
растворе 1% альгината натрия и 5% ДМСО: A – конт- 
роль; B – ↓ Т= −15°C; C – ↓ Т= −17,4°C; D – ↓ Т= −40°C; 
E – ↑ Т= −23°C; F – ↑ Т= −15°C; G – ↑ Т= −5°C; 
H – ↑ Т= 20°C, 200 мкм.
Fig. 5. Cooling-warming of S. cerevisiae cell suspension 
in a two-component cryoprotective solution of 1% so- 
dium alginate and 5% DMSO: A – control; B – ↓ Т= −15°C; 
C – ↓ Т= −17,4°C; D – ↓ Т= −40°C; E – ↑ Т= −23°C; F –  
↑ Т= −15°C; G – ↑ Т= −5°C; H – ↑ Т= 20°C, 200mm.
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Следует отметить, что в трехкомпонентной сис- 
теме (клетки + 5% ДМСО + 1% альгината нат- 
рия) в том же объеме образцов (1 мл) водной 
фракции было меньше, чем в предыдущих двух- 
компонентных системах. В связи с зародышеоб- 
разованием при температуре –15°C в трехком- 
понентной системе одновременно резко возрас- 
тала концентрация маточного раствора. Не исклю- 
чено, что концентрация альгината натрия при 
этом достигала критической точки, и он выпадал 
в виде гранул. При отогреве фракции гранулы 
постепенно растворялись и практически исче- 
зали в температурной зоне около (–15°C). 

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют об изменении кристаллической струк-
туры в образцах, замороженных в альгинатсо-
держащих криозащитных средах, по сравнению с 
образцами под защитой ДМСО. Образование ге- 
ля альгината натрия, наблюдаемое при охлажде-
нии, могло происходить за счет небольшой при-
меси солей поливалентных металлов в полимере 
с невысокой степенью чистоты. Вследствие крио- 
концентрирования и полимера, и таких ионов  
может быть достигнута критическая концентра-
ция гелеобразования [2]. 

Выводы
Присутствие в криозащитной среде альгина-

та натрия изменяет характер кристаллизации и 
смещает зону фазовых переходов в область более 
низких температур. Начало фазовых превраще-
ний в образцах, замороженных в 5%-м растворе 
ДМСО, наблюдалось при температуре –8,5°C, а 
в образцах, содержащих 1% альгинат натрия, – при 
–16°C, в трехкомпонентной системе, содержащей 
комбинацию 1% альгината натрия и 5% ДМСО, – 
при –15°C. Принимая во внимание получен- 
ные экспериментальные данные, можно сделать 
вывод о том, что коллоидные растворы и гель 
альгината натрия образуют при замораживании 
высоковязкую межклеточную среду, которая вы- 
полняет функцию механического барьера, пре-
дохраняющего клетки от повреждений кристал- 
лами льда. 

on the driving force of supercooling as 1/ΔT. It 
was experimentally demonstrated that the rate of 
nucleation was really the function of supercooling 
and had the maximum at the certain temperature, de- 
termined for each solution [13].

It should be noted that in three-component sys- 
tem (cells + 5% DMSO + 1% sodium alginate) in 
the same volume of samples (1 ml) the water fraction 
was less than in previous two-component systems. 
Due to the nucleation at –15°C, the concentration of 
the mother liquor increased simultaneously sharply 
in a three-component system. It is possible that the 
concentration of sodium alginate reached a critical 
point in this case, and it precipitated in the form 
of granules. When the fraction was warmed, the 
granules were gradually dissolved and virtually disap- 
peared at temperature around –15°C.

Thus, our findings testify to a change in crystal 
structure in the samples, frozen in alginate-containing 
cryoprotective media, if compared to samples under 
DMSO protection. The sodium alginate gel forma- 
tion, observed during cooling, could occur due to a 
small admixture of polyvalent metal salts inside the 
polymer with a low degree of purity. 

Conclusions
The presence of sodium alginate in cryoprotec- 

tive medium alters the crystallization character and 
shifts the phase transition area towards lower tem- 
peratures. The onset of phase transformations in the 
samples, frozen in 5% DMSO solution was noted 
at –8.5°C, and in those containing 1% sodium al- 
ginate and in a three-component system, containing 
a combination of 1% sodium alginate and 5% DMSO 
it occurred at –16 and –15°C, respectively. Taking 
into account the experimental findings, we may conc- 
lude that the colloidal solutions and sodium al- 
ginate gel form a highly viscous intercellular me- 
dium during freezing, which acts as a mechanical 
barrier, protecting cells against damages by ice crys- 
tals. 
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