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Вступ. К о р и сн і еф екти  п р о б іо ти ч н и х  бактер ій  р е ал ізу ю ть ся  завд як и  

б іо л о гічн ій  акти в н о ст і їх  стр у к ту р н и х  к о м п о н ен т ів  т а  м етабол іт ів . О тр и м ати  

д ер и вати  п р о б іо ти ч н и х  к л іти н  м о ж л и во  п р и  засто су в ан н і р ізн и х  сп особ ів  

д езін тегр ац ії, о дн и м  з я к и х  є зам о р о ж у ван н я-в ід таван н я . З авд яки  о со б ли во стям  

будови  і скл ад у  к л іти н н о ї ст ін ки  б актер ії є д о во л і ст ій к и м и  до  вп л и ву  

р у й н ів н и х  ф акто р ів  на етап ах  зам о р о ж у ван н я-в ід таван н я . О ч еви д н о , 

еф екти в н ість  д езін тегр ац ії б ак тер іал ьн и х  кл іти н  буде зал еж ати  я к  в ід  

тех н о л о гіч н и х  п ар ам етр ів  зам о р о ж у ван н я-в ід таван н я , т а к  і в ід  кр іо ч у тл и во ст і 

б актер іал ьн о ї культури . В ід о м о , щ о  н е  л и ш е  р ізн і ви ди , але і р ізн і ш там и  

всер ед и н і ко ж н о го  ви д у  б актер ій  в ід р ізн яю ться  ч у тл и в істю  до  зам о р о ж у в ан н я- 

в ідтаван н я .

Мета роботи. В и зн ач и ти  к іл ь к існ у  т а  ф у н к ц іо н ал ьн у  зб ер еж ен ість  

бактер ій  п р о б іо ти ч н о го  ш там у  Lactobacillus reuteri D S M  17938 п ісля  

о д н о р азо во го  та  п о в то р н и х  ц и кл ів  зам о р о ж у ван н я-в ід таван н я .

Матеріали і методи. В р о б о т і ви ко р и стан о  п р о б іо ти ч н и й  ш там  

Lactobacillus reuteri D S M  17938 з Б А Д  « Б іо Г ая  О Р С » (B io G a ia  P ro d u c tio n  A B ,
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Швеція). Ліофілізат пробіотичних бактерій піддавали регідратації та 

центрифугували впродовж 10 хвилин при 3000 g. Супернатант з розчиненими 

солями та допоміжними речовинами декантували. Осаджені бактеріальні 

клітини відновлювали шляхом культивування в тіогліколевому середовищі 

(TG, Biolife; Італія) впродовж 24 годин при 37 °С. Після перевірки чистоти 

культури клітини тричі відмивали стерильним фізіологічним розчином. З осаду 

готували бактеріальні суспензії з оптичною густиною (ОГ) 10,0 одиниць за 

шкалою McFarland (McF) з використанням денситометра Densi-La-Meter 

(«PLIVA-Lachema Diagnostika», Чехія). Для досліджень використовували 

суспензії свіжовиділених клітин та суспензії клітин, що зберігали за 

гіпотермічних умов (6 ± 2) °С впродовж 24 год. Визначення кількості 

колонієутворюючих одиниць в одиниці об’єму суспензій (КУО/мл) 

лактобактерій здійснювали методом послідовних десятикратних розведень з 

використанням TG середовища. Заморожування суспензії пробіотичних клітин 

здійснювали до температури (-23 ± 1 )  °С впродовж чотирьох годин. Об’єм 

зразка становив 50 мл. Відігрівання заморожених зразків здійснювали на 

водяній бані за температури (37 ± 1) °С до повного відтавання. Цикли 

заморожування-відтавання здійснювали 1, 5 та 10 разів. Розраховували 

кількісні втрати життєздатних бактерій після гіпотермічного зберігання та 

заморожування-відтавання.

Вплив гіпотермічного зберігання та заморожування-відтавання на 

проліферативну активність пробіотичних бактерій досліджували 

спектрофотометричним методом з використанням 96-лункових полістиролових 

планшетів (ВАТ «Ексімкарготрейд», Україна) за наростанням ОГ суспензії 

клітин у триптиказо-соєвому бульйоні (HiMedia, Індія) з додаванням 1 % 

глюкози. Планшети із суспензіями витримували впродовж 24 годин за 

мікроаерофільних умов та температури 37 °С. ОГ вмісту лунок вимірювали за 

допомогою мікропланшетного аналізатора «Lisa Scan EM» («Erba Lachema 

s.r.o.», Чехія) при довжині хвилі 578 нм. Індекс пригнічення (ІП) або стимуляції
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(ІС) проліферації розраховували за формулою: ІП ( ІС ) = А0 г А0 Гпк х і q 0 %, де
АО Гпк

ПК -  лунки позитивного контролю, які містили клітини, що не піддавалися 

впливу фізичних чинників, ДОГ та ДОГ пк -  наростання ОГ вмісту дослідної та 

контрольної лунок.

Вплив гіпотермічного зберігання та заморожування-відтавання на 

біоплівкоутворення пробіотичних бактерій досліджували

спектрофотометричним методом Stepanovic S. et al., 2007. ОГ елюатів в 

дослідних і контрольних лунках вимірювали при довжині хвилі 630 нм за 

допомогою мікропланшетного аналізатора. На основі значень ОГ, отриманих 

для лунок негативного контролю (НК) і дослідних зразків, формування 

біоплівки визначали як: слабке (ОГнк <ОГ < 2хОГнк); помірне (2хОГнк <ОГ < 

4хОГнк); сильне (4хОГнк<ОГ) або відсутнє (ОГ < ОГнк) згідно опису (In Lee et 

al., 2017). ІП (або ІС) біоплівкоутворення розраховували за формулою:

І П ( І С ) = 0 Гог° Г П К х 1 0 0 % , де ПК -  лунки позитивного контролю, які містили

клітини, що не піддавалися впливу фізичних чинників, ОГ та ОГпк -  оптична 

густина вмісту дослідної та контрольної лунок.

Експерименти проводили тричі. Кожен зразок тестували в трьох 

повторах. Визначали середні значення отриманих показників (х) зі 

стандартними відхиленнями (SD). Статистичну обробку даних проводили за 

допомогою програми Excel 2010 (Microsoft, США), яка передбачала 

однофакторний дисперсійний аналіз (ANOVA) та подальше множинне 

порівняння за допомогою критерію Стьюдента з поправкою Бонферроні,

Результати та обговорення. Найбільші кількісні втрати бактерій 

спостерігали після десятиразового заморожування-відтавання

(термоциклювання) суспензій клітин (табл. 1). Зберігання суспензій 

лактобактерій за гіпотермічних умов впродовж доби супроводжувалося 

втратою не більше 10 % КУО і суттєво не впливало на показники втрат 

бактерій після термоциклювання (р > 0,05).
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Таблиця 1

Показники життєздатності (Ж) та кількісних втрат (В) клітин Ь .  г е и і в г і  

після одноразового та повторних циклів заморожування-відтавання

П о к а з н и к К іл ь к іс т ь  ц и к л ів  з а м о р о ж у в а н н я - в ід т а в а н н я

1 5 10

С В Г С В Г С В Г

Ж , ^  К У О /м л 7 ,8  ±  0 ,4 7 ,6  ±  0 ,3 4 ,4  ±  0 ,4 4 ,7  ±  0 ,4 3 ,1  ±  0 ,1 3 ,3  ±  0 ,2

В , % 1 2 ,4  ±  

5 ,1

1 4 ,6  ±  

3 ,9

51 ±  8 ,8 4 7 ,2  ±  

8 ,5

6 5 .2  ±

3 .2

6 2 ,9  ±  6

Примітки: СВ -  суспензія свіжовиділених клітин; Г -  суспензія клітин, що зберігалася 

за гіпотермічних умов протягом доби

Д о б о в а  в и т р и м к а  з а  г іп о т е р м іч н и х  у м о в  п р и з в о д и л а  д о  з н и ж е н н я  

п р о л іф е р а т и в н о ї  а к т и в н о с т і  л а к т о б а к т е р ій  н а  10 -  13 %  (р и с . 1).

З а м о р о ж у в а н н я - в ід т а в а н н я  с у с п е н з ій  с в іж о в и д іл е н и х  к л іт и н  о д и н , п ’я т ь  т а  

д е с я т ь  р а з ів  п р и з в о д и л о  д о  з н и ж е н н я  п р о л іф е р а т и в н о ї  а к т и в н о с т і  в  с е р е д н ь о м у  

н а  4 5 ; 6 2  т а  83  % , в ід п о в ід н о .  І П  п р о л іф е р а ц і ї  л а к т о б а к т е р ій ,  щ о  п о п е р е д н ь о  

з б е р іг а л и с я  з а  г іп о т е р м іч н и х  у м о в ,  п іс л я  о д н о г о ,  п ’я т и  т а  д е с я т и  ц и к л ів  

з а м о р о ж у в а н н я - в ід т а в а н н я  с т а н о в и л и  в  с е р е д н ь о м у  3 3 ; 3 9 ; т а  6 9  % , в ід п о в ід н о .  

В о н и  в и я в и л и с я  н и ж ч и м и  в ід п о в ід н и х  п о к а з н и к ів ,  р о з р а х о в а н и х  д л я  

с в іж о в и д іл е н и х  к л іт и н  (р  <  0 ,0 5 ) . Т а к и м  ч и н о м ,  п о п е р е д н є  д о б о в е  з б е р іг а н н я  

л а к т о б а к т е р ій  в у м о в а х  г іп о т е р м і ї  м а л о  п о з и т и в н и й  е ф е к т  н а  з б е р е ж е н н я  

п р о л іф е р а т и в н о г о  п о т е н ц іа л у  л а к т о б а к т е р ій ,  п ід д а н и х  п о в т о р н и м  ц и к л а м  

з а м о р о ж у в а н н я - в ід т а в а н н я .  П р и г н іч е н н я  п р о л іф е р а т и в н о ї  а к т и в н о с т і  б а к т е р ій  

п іс л я  о д н о г о  ц и к л у  з а м о р о ж у в а н н я - в ід т а в а н н я  з н а ч н о  п е р е в и щ у в а л о  о ч ік у в а н е  

в ід  к іл ь к іс н и х  в т р а т  к л іт и н . П іс л я  п о в т о р н и х  ц и к л ів  з а м о р о ж у в а н н я - в ід т а в а н н я  

п о к а з н и к и  п р и г н іч е н н я  п р о л іф е р а т и в н о ї  а к т и в н о с т і  в ід п о в ід а л и  п о к а з н и к а м  

к іл ь к іс н и х  в т р а т  к л іт и н .  Ц е  с в ід ч и л о  п р о  д о с т а т н ь о  в и с о к и й  р ів е н ь  

з б е р е ж е н о с т і  п р о л іф е р а т и в н о г о  п о т е н ц іа л у  б а к т е р ій ,  щ о  з а л и ш и л и с я  ж и в и м и  

п іс л я  т е р м о ц и к л ю в а н н я .

72



Рис. 1. Проліферативна активність лактобактерій

Примітки СВ -  суспензія свіжовиділених клітин; Г -  суспензія клітин, що 

зберігалася за гіпотермічних умов протягом доби, К -  до заморожування-відтавання; 
відмінності статистично значущі відносно показників проліферативної активності: * -  

свіжовиділених клітин; # -  клітин, що зберігалися впродовж доби за гіпотермічних 

умов, р < 0,05.

Біоплівкоутворення свіжовиділених лактобактерій було помірним. Як 

видно з представлених на рис. 2 даних, здатність лактобактерій до 

біоплівкоутворення після зберігання за гіпотермічних умов та одноразового 

заморожування-відтавання значно підвищувалася (ІС становили в середньому

50,0 і 33,3 %, відповідно). Біоплівкоутворення лактобактерій, що зберігалися за 

гіпотермічних умов і піддалися одноразовому заморожуванню-відтаванню, 

було в середньому на 27,8 % вищим, ніж свіжовиділених клітин. Після 

пятиразового заморожування-відтавання здатність лактобактерій до

біоплівкоутворення дещо знижувалася, але істотно не відрізнялася від здатності 

до біоплівкоутворення свіжовиділених клітин. Значне зниження

біоплівкоутворення спостерігалося після десятиразового термоциклювання: ІП 

становили в середньому 28,7 і 30,9 % для свіжовиділених лактобактерій та 

клітин, що зберігалися за гіпотермічних умов, відповідно. Біоплівкоутворення 

ставало слабким. Але ступінь зниження біоплівкоутворення не відповідав 

кількісним втратам лактобактерій після відповідної кількості циклів
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заморожування-відтавання і був значно меншим. Це свідчило про те, що 

клітини, які залишилися живими після термоциклювання, характеризувалися 

підвищеною здатністю до біоплівкоутворення.

Рис. 2. Біоплівкоутворення лактобактерій

Примітки: СВ -  суспензія свіжовиділених клітин; Г -  суспензія клітин, що 

зберігалася за гіпотермічних умов протягом доби, К -  до заморожування-відтавання; 
відмінності статистично значущі відносно показників біоплівкоутворення: * -
свіжовиділених клітин; # -  клітин, що зберігалися впродовж доби за гіпотермічних 

умов, р < 0,05.

Висновки. Зберігання за гіпотермічних умов та одноразове

заморожування-відтавання супроводжуються значним пригніченням 

проліферативної активності лактобактерій і посиленням утворення ними 

біоплівок. Це свідчить про те, що зазначені умови сприяють переходу бактерій 

від планктонної до біоплівкової форми існування. Десятиразове 

заморожування-відтавання (термоциклювання) не призводить до втрати всіх 

життєздатних клітин. Бактерії, які пережили термоциклювання (~ 35 %), 

характеризуються збереженою здатністю до проліферації та підвищеною 

здатністю до утворення біоплівок. Попереднє зберігання лактобактерій за умов 

гіпотермії має позитивний ефект на збереження проліферативного потенціалу 

лактобактерій після повторних циклів заморожування-відтавання.
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