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Актуальною проблемою медицини в наступний час є дисбіози, які виникають в зв’язку з дією на ор-
ганізм людини ряду негативних факторів, а також зниження імунного статусу. Пріоритетним на-
прямком сучасної біотехнології є створення іммобілізованих в гелевих носіях пробіотичних препа-
ратів, що можуть використовуватися для корекції дисбіозів. Іммобілізація клітин пробіотиків в гра-
нулах альгінатного гелю захищає їх від пошкоджуючої дії бар’єрних функцій шлунково-кишкового 
тракту. Мета дослідження – вивчення впливу гіпотермічного та низькотемпературного зберіган-
ня на життєздатність іммобілізованого в гранулах альгінатного гелю пробіотика Bifidobacterium 
bifidum. Бактеріальні клітини іммобілізували в гранулах немодифікованого гелю (1%-ний розчин 
альгінату натрію) та в гранулах модифікованого захисним сахарозо-молочно-лактозним середо-
вищем гелю. Гранули з іммобілізованими бактеріальними клітинами розкладали в кріопробірки. Зра-
зки зберігали при температурах 4, -12, -20, -80 та -196°С протягом 12 місяців (термін досліджен-
ня). Встановлено, що зберігання при температурах -80 та -196°С забезпечувало високу життє-
здатність пробіотика протягом всього терміну дослідження. В процесі зберігання при темпера-
турах 4 та -12°С загибель бактерій відзначали через 1-3 місяці в залежності від складу гелевого 
носія, а при температурі -20°С – через 6-9 місяців. Висновки: Встановлено, що на життєздатність 
клітин культури B. bifidum, іммобілізованих в гранулах альгінатного гелю, впливають як темпера-
турні режими зберігання, так і модифікація гелю введенням в його склад сахарозо-молочно-
лактозного середовища. При температурах -80, -196 °С іммобілізовані бактерії не гинуть протя-
гом року (термін спостерігання). Під час зберігання при температурах 4, -12, -20 °С більш високі 
показники життєздатності і більші терміни збереженості клітин біфідобактерій спостерігали в 
зразках гранул альгінатного гелю, модифікованого сахарозо-молочно-лактозним середовищем. По-
казано, що в процесі зберігання за низьких температур клітин B.bifidum, іммобілізованих в немоди-
фікованому і модифікованому доданням сахарозо-молочно-лактозного середовища альгінатному 
гелі, їх культуральні та морфологічні властивості не змінювалися. 
Ключові слова: пробіотики, іммобілізація, гелеві гранули, гіпотермічне зберігання, низькотемпературне зберігання, сахарозо-
молочно-лактозне захисне середовище, життєздатність. 
Робота виконана в рамках відомчої теми НАН України «Ви-
вчення механізмів кріопошкоджень мікроорганізмів, іммобі-
лізованих в гелевих носіях з різними фізико-хімічними влас-
тивостями, під час низькотемпературного зберігання та 
ліофілізації» (№ держреєстрації 0118 U 001187). 

Відомо, що у кишечнику дорослої людини мі-
ститься коло 500 видів бактерій-симбіонитів, які 
приймають безпосередню участь у процесі тра-
влення. В здоровому організмі якісний і кількіс-
ний індивідуальний склад мікробіоти залишаєть-
ся в стані фізіологічної рівноваги – нормобіоце-
нозу (еубіозу) [1]. 

В останній час значна увага приділяється 
проблемі дисбіозів, які виникають під дією на ор-
ганізм людини ряду негативних факторів таких, 
як використання достатньо токсичних лікарських 
засобів (антибіотики, хіміопрепарати), а також 
зниження імунного статусу та розвитку стресів 
різного генезу. Всі ці фактори можуть призводи-
ти до порушення рівноваги кількісного і якісного 
стану кишкової флори (дисбіозу), що негативно 
впливає на здібність кишечника до травлення та 
є основою клінічного прояву багатьох хвороб 
[1,2]. 

Відновлення порушеного мікробіоценозу ки-
шечника є перспективним напрямком у комплек-
сному лікуванні цілого ряду захворювань, що су-
проводжуються дисбіозом. Використання пробі-
отиків, дія яких обумовлена, насамперед, анта-

гоністичною активністю щодо умовно-патогенних 
бактерій, є одним з найбільш фізіологічних ме-
тодів корекції дисбіозу [3,4].  

Одним з пріоритетних напрямків сучасної біо-
технології є створення препаратів іммобілізова-
них в гранулах альгінатного гелю клітин пробіо-
тиків, що дозволяє захистити клітини пробіотиків 
від пошкоджуючої дії природних захисних 
бар’єрів ШКТ, транспортувати до біотопу лока-
льні дози пробіотиків, підвищити шанси на коло-
нізацію відповідних ділянок біотопу пробіотич-
ними штамами [5,6]. Вплив умов гіпотермічного 
та низькотемпературного зберігання на життє-
здатність і властивості іммобілізованих в геле-
вих носіях пробіотиків, зокрема Bifidobacterium 
bifidum, вивчено недостатньо. 

В зв’язку з цим метою даної роботи було про-
ведення досліджень щодо визначення впливу 
умов гіпотермічного та низькотемпературного 
зберігання на життєздатність іммобілізованого в 
гранулах альгінатного гелю пробіотика Bifidobac-
terium bifidum. 

Матеріали та методи дослідження 
Об’єктом досліджень були бактерії Bifidobac-

terium bifidum, штам 1 (B.bifidum), що були отри-
мані з ФБУН «Московський науково-дослідний 
інститут епідеміології і мікробіології ім. Г.Н. Габ-
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річевського» Росспоживнагляду (РФ). 
Культуру бактерій B.bifidum вирощували у 

напівагаровому поживному середовищі Блауро-
кка [7] при температурі 37°С впродовж 48 годин.  

Клітини B.bifidum іммобілізували в альгінат-
ному гелі методом йонотранспортного гелеутво-
рення в модифікації [8]. 

Бактерії відмивали тричі фізіологічним розчи-
ном від ростового середовища шляхом центри-
фугування при 2000g та ресуспендували у фізі-
ологічному розчині для отримання бактеріальної 
суспензії, яку змішували з 2% розчином альгіна-
ту натрію у відношенні 1:1 (немодифікований 
гель).  

Для іммобілізації клітин в модифікованому 
гелі їх суспендували у розчині компонентів саха-
розо-молочно-лактозного (СМЛ) середовища [9]. 

Отримані суміші набирали в шприц фірми 
Becton Dickinson (Німеччина) з об’ємом 2 мл і ді-
аметром голки 0,6 мм та крапали в 0,2М розчин 
CaCl2 для утворення гранул, які витримували у 
хлориді кальцію впродовж 20 хв для їх стабілі-
зації Ca-альгінатною оболонкою [10,11]. 

Після стабілізації у розчині CaCl2 гранули 
промивали стерильним фізіологічним розчином і 
підсушували на стерильному фільтрувальному 
папері (рис. 1).  

 

  
а б 

 

Рис. 1. Іммобілізовані клітини B.bifidum в гранулах немодифікованого гелю (а); 
 іммобілізовані клітини B.bifidum в гранулах модифікованого середовищем СМЛ гелю (б). 

Концентрація клітин біфідобактерій в грану-
лах альгінату натрію становила 109 кл/мл, а в 
гранулах альгінату натрію з доданням середо-
виша СМЛ – 108 кл/мл. 

Після іммобілізації клітин гранули розкладали 
по 10 шт. у кріопробірки фірми Nunc (США) з ро-
бочим об’ємом 1,0 мл і розміщали їх на довго-
строкове зберігання при температурах 4; -12; -
20; -40; -80; -196°С. Охолодження зразків до 4°С 
і заморожування до -12; -20; -40 та -80°С прово-
дили з неконтрольованими швидкостями шля-
хом вміщення кріопробірок у холодильні камери. 
Заморожування зразків до -196°С проводили 
безпосереднім зануренням кріопробірок до рід-
кого азоту. 

Контролем були іммобілізовані клітини куль-
тури пробіотика B. bifidum в гранулах немодифі-
кованого гелю (контроль №1) та в гранулах ге-
лю, модифікованого середовищем СМЛ (конт-
роль №2) до зберігання.  

Відігрів зразків після заморожування і збері-
гання при низьких температурах проводили на 
водяній бані при 37°С. 

Гелеві гранули з іммобілізованими клітинами 
розчиняли в 4% розчині ЕДТА (ЕДТА-Na2 ·2H2O, 
Торговий Дім "Хотей", Китай ) [12], для чого 10 
гранул вміщали в 10 мл розчину ЕДТА. Після 
розчинення гранул із отриманої суспензії робили 

серійні розведення на фізіологічному розчині з 
подальшим культивуванням в поживному сере-
довищі Блаурокка. 

Життєздатність культури B. bifidum визначали 
шляхом підрахунку макроколоній, які формува-
лися у напівагаровому середовищі Блаурокка пі-
сля інкубування зразків при температурі 37°С 
протягом 48 годин (колонієутворюючі одиниці − 
КУО). 

Зразки зберігали при температурах 4; -12; -
20; -40; -80; -196°С протягом 12 місяців (термін 
спостереження). 

Культуральні властивості B. bifidum визнача-
ли по візуальному спостереженню макроколоній, 
що сформувалися у поживному середовищі 
Блаурокка.  

Морфологічні властивості мікробних культур 
пробіотиків вивчали за допомогою світлової мік-
роскопії мазків, що були забарвлені за Грамом. 

Статистичну обробку результатів проводили 
з використанням програми «Exel» («Microsoft», 
США). Дані наводили у lg числа КУО/мл. 
Відмінності, що спостерігалися, вважали стати-
стично значущими при р <0,05 [13]. 

Результати та обговорення 
Було проведено 2 серії експериментів. 
а) – зберігання клітин B.bifidum, що були 
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іммобілізовані в гранулах немодифікованого ге-
лю (варіант 1); 

б) – зберігання клітин B.bifidum, що були 
іммобілізовані в гранулах 1%-го гелю, 
модифікованого середовищем СМЛ (варіант 2). 

Встановлено, що під час зберігання біфідоба-
ктерій, іммобілізованих в гранулах немодифіко-
ваного гелю протягом однієї доби при 4, -12, -
20°С їх життєздатність значуще знизилася з 9,52 

(контроль №1) до 7,39-7,3 lg КУО/мл. Життєзда-
тність іммобілізованих біфідобактерій після збе-
рігання протягом 1 доби при температурі -80 та -
196°С залишалася на вихідному рівні. 

Модифікація складу гелю середовищем СМЛ 
забезпечувала збереження через 1 добу кілько-
сті життєздатних клітин на вихідному рівні при 
всіх температурах зберігання (рис. 2).  

 
Рис. 2. Життєздатність іммобілізованих клітин B.bifidum після зберігання за різних температур протягом 1 доби:  

■ – клітини біфідобактерій в гранулах немодифікованого гелю;  
□ – клітини біфідобактерій в гранулах модифікованого середовищем СМЛ гелю;  

* ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №1 (p ˂0,05). 

 
Рис. 3. Життєздатність іммобілізованих клітин B.bifidum після зберігання при температурі 4С:  

■ – клітини біфідобактерій в гранулах немодифікованого гелю;  
□ – клітини біфідобактерій в гранулах модифікованого середовищем СМЛ гелю; * ‒ різниця статистично значуща 

по відношенню до контролю №1;  
# ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №2 (p ˂0,05) 

Життєздатність іммобілізованих біфідобакте-
рій (варіанти 1,2), що зберігалися при темпера-
турі 4С протягом 1 місяця, знизилася з 9,52 до 
3,3 lg КУО/мл та з 8,85 до 3,9 lg КУО/мл відпові-
дно. Через 3 місяці зберігання в цих умовах бак-
терії загинули (рис. 3). 

Життєздатність іммобілізованих біфідобакте-
рій (варіанти 1,2), що зберігалися при темпера-

турі -12С протягом 1 місяця, знизилася з 9,52 
до 3,54 lg КУО/мл та з 8,85 до 4,25 lg КУО/мл 
відповідно. Через 3 місяці зберігання в цих умо-
вах бактерії, іммобілізовані у немодифікованому 
гелі (варіант 1) загинули (рис. 4). 
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Рис. 4. Життєздатність іммобілізованих клітин B.bifidum після зберігання при температурі –12С: 

 ■ – клітини біфідобактерій в гранулах немодифікованого гелю;  
□ – клітини біфідобактерій в гранулах модифікованого середовищем СМЛ гелю;  

* ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №1; 
 # ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №2 (p ˂0,05) 

 

 
Рис. 5. Життєздатність іммобілізованих клітин B.bifidum після зберігання при температурі -20С:  

■ – клітини біфідобактерій в гранулах немодифікованого гелю; □ клітини біфідобактерій  
в гранулах 1%-го гелю, модифікованого доданням середовища СМЛ;  
* ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №1; 

 # ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №2 (p ˂0,05) 

Під час зберігання біфідобактерій, що були 
іммобілізовані в гранулах 1%-го альгінатного ге-
лю, модифікованого середовищем СМЛ, при те-
мпературі -12С протягом 3 місяців показники 
життєздатності знизилися з 8,85 lg числа КУО до 
1,75. 

При температурі –20С кількість життєздат-
них іммобілізованих в гранулах 1% альгінатного 
гелю клітин біфідобактерій через 1 місяць пони-

зилася з 9,52 до 4,65 lg КУО/мл, а через 6 міся-
ців – до 3,0 lg КУО/мл (рис. 5). Із збільшенням 
терміну зберігання дослідні зразки (варіанти 1,2) 
загинули. 

Життєздатність іммобілізованих біфідобакте-
рій (варіанти 1,2), що зберігалися при темпера-
турі -80 та -196С протягом 12 місяців не відріз-
нялася від контролю (рис. 6,7). 
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Рис. 6. Життєздатність іммобілізованих клітин B.bifidum після зберігання при температурі -80С:  
■ – клітини біфідобактерій в гранулах немодифікованого гелю;  

□ – клітини біфідобактерій в гранулах 1%-го гелю, модифікованого доданням середовища СМЛ;  
* ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №1; 

 # ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №2 (p ˂0,05) 

 
Рис. 7. Життєздатність іммобілізованих клітин B.bifidum після зберігання при температурі -196С:  

■ – клітини біфідобактерій в гранулах немодифікованого гелю; 
 □ – клітини біфідобактерій в гранулах 1%-го гелю, модифікованого доданням середовища СМЛ; 

 * ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №1;  
# ‒ різниця статистично значуща по відношенню до контролю №2 (p ˂0,05) 

Під час вивчення культуральних та морфоло-
гічних властивостей пробіотика B.bifidum після 
іммобілізації в гранулах немодифікованого та 
модифікованого альгінатного гелю та зберігання 
при різних температурах було встановлено, що 
склад гелю не впливав на характеристики мак-
роколоній біфідобактерій та динаміку їх форму-
вання. Макроколонії B.bifidum після іммобілізації 
і після зберігання за вказаних температурних 
режимів мали вигляд комет і не відрізнялися від 
контролю. 

При мікроскопії мазків, які були забарвлені за 
Грамом, у полі зору виявлялися Грам-негативні 
палички, які відрізнялися поліморфізмом: палич-
ки потовщені на кінцівках (біфуркації, булави) 
або у вигляді букви V. Різниці у морфології між 

контрольними зразками, та зразками, які збері-
галися у різних умовах, не визначалося.  

Висновки 
1. Показано, що на життєздатність клітин 

культури B. bifidum, іммобілізованих в гранулах 
альгінатного гелю, впливають як температурні 
режими зберігання, так і модифікація гелю до-
данням до його складу захисного середовища 
СМЛ. При температурах -80, -196°С 
іммобілізовані бактерії не гинуть протягом року 
(термін спостерігання).  

2. Під час зберігання при температурах 4, -12, 
-20°С більш високі показники життєздатності і 
більші терміни збереженості клітин біфідобакте-
рій спостерігали в зразках гранул альгінатного 
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гелю, модифікованого середовищем СМЛ.  
3. Показано, що в процесі зберігання за низь-

ких температур клітин B.bifidum, іммобілізованих 
в немодифікованому і модифікованому середо-
вищем СМЛ альгінатному гелі, їх культуральні та 
морфологічні властивості не змінювалися. 

Представлені в статті результати можуть бути 
використані в подальшому в розробці технологій 
виробництва пробіотичних препаратів, продуктів 
дієтичного харчування. 
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Реферат 
ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ ГИПОТЕРМИЧЕСКОГО И НИЗКОТЕМПЕРАТУРНОГО ХРАНЕНИЯ НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ 
ИММОБИЛИЗОВАННОГО ПРОБИОТИКА BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM 
Ананьина А.Е., Степанюк Л.В., Висеканцев И.П., Петров И.В. 
Ключевые слова: пробиотики, иммобилизация, гелевые гранулы, гипотермическое хранение, низкотемпературное хранение, 
сахарозо-молочно-лактозная защитная среда, жизнеспособность. 

Актуальной проблемой медицины в настоящее время являются дисбиозы, которые возникают в 
связи с воздействием на организм человека ряда негативных факторов, а также снижения иммунного 
статуса. Приоритетным направлением современной биотехнологии является создание иммобилизо-
ванных в гелевых носителях пробиотических препаратов, которые могут использоваться для коррек-
ции дисбиозов. Иммобилизация клеток пробиотиков в гранулах альгинатного геля защищает их от по-
вреждающего действия барьерных функций желудочно-кишечного тракта. Цель исследования ‒ изу-
чение влияния гипотермического и низкотемпературного хранения на жизнеспособность иммобилизо-
ванного в гранулах альгинатного геля пробиотика Bifidobacterium bifidum. Бактериальные клетки им-
мобилизовали в гранулах немодифицированного геля (1% -ный раствор альгината натрия) и в грану-
лах модифицированного защитной сахарозо-молочно-лактозной средой геля. Гранулы с иммобилизо-
ванными бактериальными клетками раскладывали в криопробирки. Образцы хранили при температу-
ре 4, -12, -20, -80 и -196°С в течение 12 месяцев (срок исследования). Установлено, что хранение при 
температурах -80 и -196°С обеспечивало высокую жизнеспособность пробиотика в течение всего сро-
ка исследования. В процессе хранения при температурах 4 и -12°С гибель бактерий отмечали через 
1-3 месяца в зависимости от состава гелевого носителя, а при температуре -20°С ‒ через 6-9 меся-
цев. Выводы: Установлено, что на жизнеспособность клеток культуры B. bifidum, иммобилизованных в 
гранулах альгинатного геля, влияют как температурные режимы хранения, так и модификация геля 
введением в его состав сахарозо-молочно-лактазной среды. При температурах -80, -196°С иммоби-
лизованные бактерии не погибают в течение года (срок наблюдения). Во время хранения при темпе-
ратурах 4, -12, -20°С более высокие показатели жизнеспособности и большие сроки сохранности кле-
ток бифидобактерий наблюдали в образцах гранул альгинатного геля, модифицированного сахарозо-
молочно-лактозной средой. Показано, что в процессе хранения при низких температурах клеток 
B.bifidum, иммобилизованных в немодифицированном и модифицированном добавлением сахарозо-
молочно-лактозной среды альгинатном геле, их культуральные и морфологические свойства не изме-
нялись. 
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Summary 
IMPACT OF HYPOTHERMAL AND LOW TEMPERATURE STORAGE CONDITIONS ON VIABILITY OF IMMOBILIZED PROBIOTICS 
BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM 
Ananina G.E., Stepanyuk L.V., Vysekantsev I.P., Petrov I.V. 
Key words: probiotics, immobilization, gel granules, hypothermic storage, low-temperature storage, sucrose-milk-lactose protective 
environment, viability. 

Dysbiosis is among the challenges the healthcare is facing now. This condition results from to the com-
bined impact of a number of negative factors on the human body, and immune status weakening. The priority 
of current biotechnology is the elaboration of probiotics immobilized in gel particles that can be used to cor-
rect dysbiosis. Immobilization of probiotic cells in alginate gel granules protects them from the damaging ef-
fects of barrier functions of the gastrointestinal tract. The aim of the study was to investigate the effect of hy-
pothermic and low-temperature storage on the viability of the probiotic Bifidobacterium bifidum immobilized in 
granules of alginate gel. Bacterial cells were immobilized in granules of unmodified gel (1% sodium alginate 
solution) and in granules of modified sucrose-milk-lactose gel. Granules with immobilized bacterial cells were 
placed into cryotubes. The samples kept at temperatures of +4,  -12, -20, -80 and -196 ° C for 12 months 
(study period). It was found that storage at temperatures -80 and -196°C provided high viability of the probi-
otic throughout the study. During storage at temperatures of +4 and -12 ° C, the death of bacteria was ob-
served in 1 –  3 months, depending on the composition of the gel particles, and at a temperature of -20°C the 
death occurs in 6-9 months. Conclusions: It has been established that the viability of  B. bifidum culture cells 
immobilized in alginate gel granules is influenced by both storage temperature modes and gel modification 
by the introduction of sucrose-milk-lactose medium. At temperature ragnes of -80 and -196°C, immobilized 
bacteria do not die during the year (observation period). When storing at the temperatures +4, -12, -20°C, 
higher viability rates and longer shelf life of bifidobacterial cells were observed in samples of alginate gel 
granules modified with sucrose-milk-lactose medium. The study has shown that being kept at the low tem-
perature values, B. bifida cells immobilized in unmodified and modified with sucrose-milk-lactose medium do 
not change their cultural and morphological properties. 


