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Реферат: У роботі досліджено вплив зберігання в замороженому стані структурних та метаболітних дериватів Вifido- 

bacterium bifidum на їхню протимікробну активність. Структурні компоненти отримували шляхом циклічного заморожування- 
відігріву суспензії пробіотичного штаму біфідобактерій, продукти метаболізму – в процесі культивування біфідобактерій у 
власному «дезінтеграті». Зразки, що містять структурні та метаболітні деривати пробіотика, піддавали фільтрації. Протимі-
кробну активність фільтратів визначали якісним і кількісним методами одразу після одержання та зберігання впродовж 60 діб 
за температури (–23 ± 1)ºС по відношенню до тест-культур: стафілококів, коринебактерій та синьогнійної палички. Резуль- 
тати дослідження показали, що заморожування дозволяє ефективно зберігати протимікробний потенціал фільтратів: від-
мінності між протимікробною активністю свіжоотриманих фільтратів та тих, що зберігалися в замороженому стані, відсутні 
за умови застосування якісного методу оцінки. Кількісний метод дозволив виявити статистично значуще зниження протимі-
кробної активності фільтратів після зберігання у замороженому стані. Різниця між кількісними показниками життєздатності 
тест-культур після експозиції у свіжоотриманих та розморожених фільтратах склала 0,2–0,8 lg КУО/мл.

Ключові слова: біфідобактерії, деривати біфідобактерій, протимікробна активність, зберігання, заморожування-відігрів.
Реферат: В работе исследовано влияние хранения в замороженном состоянии структурных и метаболитных дериватов 

Вifidobacterium bifidum на их противомикробную активность. Структурные компоненты получали путем циклического замо-
раживания-отогрева суспензии пробиотического штамма бифидобактерий, продукты метаболизма – в процессе культивиро-
вания бифидобактерий в собственном «дезинтеграте». Образцы, содержащие структурные и метаболитные дериваты про-
биотика, подвергали фильтрации. Противомикробную активность фильтратов определяли качественным и количественным 
методами сразу после получения и хранения в течение 60 суток при температуре (–23 ± 1)ºС по отношению к тест-культурам: 
стафилококков, коринебактерий и синегнойной палочки. Результаты исследования показали, что замораживание позволяет 
эффективно сохранять противомикробный потенциал фильтратов: различия между противомикробной активностью свеже-
полученных фильтратов и образцов, хранившихся в замороженном состоянии, отсутствуют при условии применения каче-
ственного метода оценки. Количественный метод позволил выявить статистически значимое снижение противомикробной 
активности фильтратов после хранения в замороженном состоянии. Разница между количественными показателями жизне-
способности тест-культур после экспозиции в свежеполученных и размороженных фильтратах составила 0,2–0,8 lg КОЕ/мл.

Ключевые слова: бифидобактерии, дериваты бифидобактерий, противомикробная активность, хранение, замораживание- 
отогрев.

Abstract: The effect of storage in a frozen state of structural and metabolic derivatives of Bifidobacterium bifidum on their antimicrobial 
activity was investigated. Structural components were obtained by cyclic freezing-thawing of the suspension of a probiotic strain 
of bifidobacteria, metabolic products were derived during the cultivation of bifidobacteria in their own 'disintegrate' (product of cells 
destruction). The samples containing the probiotic structural and metabolic derivatives were filtered. The antimicrobial activity of 
the filtrates was determined by qualitative and quantitative methods immediately after isolation and storage for 60 days at (–23 ± 
± 1)°C and compared with the test cultures of staphylococci, corynebacteria and Pseudomonas aeruginosa. The results of the study 
showed that low temperature storage allowed to preserve the antimicrobial potential of filtrates: there was no difference between 
the antimicrobial activity of fresh filtrates and the samples after storage in a frozen state if assessed with a qualitative method. The 
quantitative method enabled to reveal a statistically significant decrease in the antimicrobial activity of filtrates after storage in a 
frozen state. The difference between the quantitative indices of the viability of test cultures after exposure in fresh and frozen-thawed 
filtrates was 0.2–0.8 lg CFU/ml. 

Key words: bifidobacteria, derivatives of bifidobacterias, antimicrobial activity, storage, freeze-thawing.
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Недостатня клінічна ефективність існуючих 
пробіотиків обумовлює необхідність пошуку шля- 
хів їхнього удосконалення і конструювання про- 
біотичних препаратів нового покоління [3, 13, 14, 
17]. Останнім часом перспективною вважається 
розробка метабіотиків – препаратів на основі біо- 
логічно активних продуктів метаболізму, струк-
турних компонентів клітин пробіотичних мікро-
організмів та сигнальних молекул із відомою 
хімічною структурою [4, 5, 12, 15, 16, 28]. Мета-
боліти пробіотичних мікроорганізмів мають сти- 
мулюючий вплив на бактерії нормальної мікро-
флори людини та протимікробну дію по відношен- 
ню до патогенних мікроорганізмів. Вони також 
виявляють імуномодулюючу, протизапальну, про-
тивірусну та інші види активності [4, 5, 24, 27, 
28]. Структурні компоненти бактеріальних клітин 
(фрагменти клітинних стінок, рибосоми, нуклеї-
нові кислоти) відносять до біологічно активних 
речовин імунотропної дії завдяки їхній здатнос- 
ті викликати рецептор-опосередковані каскадні 
реакції, результатом яких є активація механізмів 
імунного захисту організму [7, 24]. Для підвищен-
ня ефективності метабіотиків до їхнього складу 
вводять клітинні компоненти бактерій-продуцен- 
тів [12]. 

Біфідобактерії – класичні пробіотичні бактерії, 
які разом із бактероїдами складають 90–95% від 
загальної мікробної популяції шлунково-кишко-
вого тракту людини [20]. У процесі росту і жит- 
тєдіяльності біфідобактерії здатні синтезувати і 
виділяти в навколишнє середовище велику кіль-
кість біологічно активних сполук із різною спря-
мованістю дії. Такими сполуками є органічні 
кислоти (молочна, оцтова, мурашина, бурштино-
ва) та бактеріоцини – речовини, які проявляють 
антибактеріальну активність по відношенню до 
багатьох облігатних та потенційних збудників ін- 
фекційних захворювань людини [2, 4, 20, 25]. 
Крім того, біологічна активність біфідобактерій 
забезпечується компонентами клітинної стінки 
(глікопротеїнами, позаклітинними полісахарида-
ми, фосфо- та гліколіпідами, поверхневими ан-
тигенами – комплексами ліпотейхоєвих кислот та 
білків) [19, 22]. Таким чином, біфідобактерії мо-
жуть бути джерелом надзвичайно цінних речовин 
та сполук, тому і вважаються об’єктами зі знач-
ним біотехнологічним потенціалом [20].

Зазвичай продукти метаболізму отримують 
шляхом культивування продуцента у рідкому жи-
вильному середовищі з наступним відокремлен-
ням мікробних клітин від культуральної рідини 
центрифугуванням, фільтрацією або ультрафіль-
трацією [8, 11, 18, 24]. Суттєвим недоліком таких 
способів є наявність у кінцевому продукті за-

The poor clinical efficiency of existing probiotic 
products rises the need to find the ways of their 
improvement and/or developing the new probiotic 
agents [19, 20, 24, 27]. Very promising became re- 
cently the development of so-called metabiotics, 
the agents based on biologically active metabolic 
products, structural components of probiotic micro- 
organisms and signal molecules with known che- 
mical structure [8, 17, 18, 22, 23, 28]. Probiotic 
microbial metabolites possess stimulating effect on 
bacteria of human normal flora and antimicrobial 
action on pathogenic microorganisms. They also 
exhibit immunomodulating, anti-inflammatory, anti- 
viral and other activities [7, 8, 21, 23, 28]. The struc- 
tural components of bacterial cells (fragments of 
cell walls, ribosomes, nucleic acids) are among the 
biologically active substances with immunotropic 
effect because of their ability to induce receptor-
mediated cascade reactions, the result of which is 
activation of organism’s immune protection mecha- 
nisms [7, 10]. The efficiency of metabiotics could 
be increased by inclusion of the cell components of 
bacterial producers [17].

Bifidobacteria are typical probiotic bacteria that 
together with bacteroids make 90–95% of total 
microbic population in human digestive tract [6]. 
During their growth and active life the bifidobac- 
teria are able to synthesize and release numerous 
biologically active compounds with versatile acti- 
vities. These compounds are organic acids (lactic 
acid, acetic acid, formic acid, succinate acid) and 
bacteriocins, i. e. substances that express antibac- 
terial activity towards many obligate or potential 
infectious agents [3, 6, 14, 28]. Moreover, biological 
activity of bifidobacteria is provided by the cons- 
titutive parts of cell wall (glycoproteins, extracel- 
lular polysaccharides, phospho- and glycolipids, 
cell-surface antigens, i. e. the complexes of lipotei- 
choic acids and proteins) [4, 26]. Thus, bifidobacteria 
are the source of highly valuable substances and 
compounds, i. e. they are supposed as objects with 
considerable biological potential [6].

The products of bacterial metabolism are usually 
obtained by culturing of the producers in nutrient 
medium and separation of microbial cells and culture 
liquid by centrifugation, filtration and ultrafiltra- 
tion [7, 11, 15, 25]. A significant drawback of these 
methods is the presence of the nutrient medium in 
the final product. To obtain structural components 
of bacterial cells one uses chemical, biological and 
physicomechanical ways of disintegration, among 
those the freeze-thawing is considered as the chea- 
pest and simplest one [5, 7, 12]. We developed the 
original way of obtaining structural and metabo- 
lic derivatives of probiotic strain bacteria without 
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лишків живильного середовища. Для одержання 
структурних компонентів бактеріальних клітин 
традиційно застосовують хімічні, біологічні і фі-
зико-механічні способи дезінтеграції, серед яких 
заморожування-відігрівання вважається найбільш 
економічним і простим [9, 21, 24]. Нами розробле-
но оригінальний спосіб одержання структурних і 
метаболітних дериватів бактерій пробіотичних 
штамів без застосування живильних середовищ. 
Він об’єднує розрізнені технологічні етапи у дво- 
етапну процедуру, яка передбачає отримання 
«дезінтеграту» (продукт руйнування клітин) про- 
біотика та подальше культивування клітин про- 
дуцента у власному «дезінтеграті» [6]. Відомо, що 
морфологічні, біохімічні властивості бактерій 
та характер їхнього метаболізму, а отже, і склад 
метаболітів, які ними продукуються, залежать 
від середовища і умов культивування. Тому вла-
стивості отриманих новим способом структур-
них і метаболітних похідних пробіотиків по-
требують всебічного вивчення. Насамперед, це 
стосується визначення оптимальних умов збері-
гання біологічно активних продуктів мікробного 
походження як з метою застосування на етапах 
наукових досліджень, так і для впровадження 
у виробництво. За даними літератури отримані 
метаболіти та структурні компоненти пробіотич- 
них мікроорганізмів зберігають у ліофілізовано-
му, рідкому та замороженому стані [11, 24]. На-
явні у літературних джерелах результати вивчен- 
ня антагоністичної активності пробіотиків, що збе- 
рігалися за різних умов, стосуються клітинних 
форм [1, 26]. Заморожування таких препаратів 
вважається одним із ефективних способів збере-
ження пробіотичних, у тому числі і протимікроб-
них, властивостей бактерій [1, 3, 26]. Дослідження 
біологічних властивостей похідних пробіотиків 
проводили або одразу після отримання, або лише 
після зберігання у замороженому стані при –20°С 
[10, 18, 24]. Тому одержані авторами результати 
не дають можливості порівняти біологічну ак-
тивність бактеріальних похідних до та після за-
морожування і визначити вплив заморожування 
на імунотропні, протизапальні та протимікробні 
властивості клітинних похідних. Дане дослід- 
ження дозволяє порівняти протимікробний по- 
тенціал свіжоотриманих фільтратів та тих, що 
зберігалися у замороженому стані за температури 
(–23 ± 1)°С. Обраний температурний режим збе- 
рігання є доступним для використання як у ме-
дичній практиці, так і в торговельних аптечних 
мережах, оскільки його реалізація можлива в мо-
розильній камері побутового холодильника. 

Метою даної роботи було оцінити ефектив-
ність зберігання фільтратів, які містять структурні 

using the culture media. Single technological steps 
are combined together in a two-step procedure, and 
involves the obtaining of probiotic 'disintegrate' 
(product of cell destruction) and further culturing 
of producer cells in own 'disintegrate' [9]. It is 
known that morphological and biochemical pro- 
perties of bacteria and course of their metabo- 
lism metabolism, as well as the yield of metabolites 
depend on the environment and the conditions of 
culturing. Thus, the properties of the structural and 
metabolic derivatives of probiotics obtained by 
elaborated method require a thorough study. In par- 
ticular, it involves the determination of optimal 
storage requirements for biologically active products 
of microbial origin, either for using in scientific 
research or for commercial manufacturing. Accor- 
ding to the published data the metabolites and struc- 
tural components obtained from probiotic micro- 
organisms could be stored in frozen-dried, liquid 
and frozen states [7, 15]. The reported antagonistic 
activity of probiotics, stored under different con- 
ditions, was assessed only for cells [2, 16]. Freezing 
of such samples is considered as an effective way 
of preserving both probiotic and antimicrobial pro- 
perties of bacteria [2, 16, 27]. The biological proper- 
ties of probiotic derivatives were investigated right 
after their obtaining or preserving them in a frozen 
state at –20°C [7, 13, 25]. Therefore the authors’ 
findings do not allow to compare biological activity 
of bacterial derivatives prior to and after freezing 
and determine the influence on immunotropic, anti-
inflammatory and antimicrobial properties of cell 
derivatives. The given research allows comparing 
antimicrobial potential of obtained filtrates and those 
stored in a frozen state at (–23 ± 1)°C. The selected 
preservation temperature regimen is easy to be used 
in medical practice as well as in pharmacies, because 
its implementation is possible in a deep-freeze of 
household refrigerator.

The research aim was to evaluate the efficiency 
of filtrate preservation containing structural and 
metabolite derivatives of bifidobacteria at (–23±1)°C 
over the period of 60 days on their antimicrobial 
activity.

Materials and methods
The structural components of bifidobacteria were 

obtained by physical disintegration, i. e. cyclic freeze- 
thawing of bacterial cell suspension [9]. To do this, 
the commercial strain B. bifidum (from medical 
product Bifidumbacterin, JSC Vivo-Actyv, Ukraine) 
was suspended in 0.9 % solution of sodium chloride 
and then cultured for 20–24 hours at (37 ± 1)°C 
in liquid nutrient medium for bifidobacteria [1]. 
Three-fold washing of microbial mass from culture 
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та метаболітні деривати біфідобактерій, при тем-
пературі (–23 ± 1)°С впродовж 60 діб за їхньою 
протимікробною активністю. 

Матеріали та методи
Структурні компоненти біфідобактерій отри-

мували за допомогою фізичного методу дезінте-
грації – циклічного заморожуванням-відігрівання 
суспензії бактеріальних клітин [6]. Для цього ви- 
робничий штам Вifidobacterium bifidum (з препа- 
рату «Біфідумбактерин» (ТОВ «Віво-Актив», Ук- 
раїна) суспендували в 0,9%-му розчині хлори- 
ду натрію, культивували протягом 20–24 годин за 
температури (37 ± 1)ºС у рідкому живильному 
середовищі для біфідобактерій [23]. Після три- 
разового відмивання мікробної маси від середо- 
вища готували суспензію клітин із оптичною 
густиною 10,0 одиниць за шкалою МакФарланда 
за допомогою приладу Densi-La-Meter («Lache- 
ma», Чехія). Для одержання «дезінтеграту»  суспен- 
зію біфідобактерій піддавали 10 циклам заморо- 
жування-відігрівання за таким режимом: заморо- 
жування – пасивне охолодження у морозильній 
камері холодильника «Samsung RB29FSRNDSA» 
до температури (–23 ± 1)ºС, відігрівання – на водя- 
ній бані за температури (37 ± 1)ºС до повного 
відтавання. 

Метаболіти біфідобактерій одержували в про-
цесі вирощування пробіотика у власному «дезін-
теграті»  [6]. Для цього мікробну суспензію біфі-
добактерій із оптичною густиною 10,0 одиниць за 
шкалою МакФарланда вносили в «дезінтеграт» у 
співвідношенні 1:9 та культивували за температу-
ри (37 ± 1)ºС впродовж 72 годин.

«Дезінтеграт»  та культуру біфідобактерій, яка 
виросла у «дезінтеграті» , для видалення цілих 
клітин та клітинного дебрісу піддавали центри-
фугуванню при 1000g впродовж 30 хв, а супер- 
натант пропускали через стерильні мембранні 
фільтри з діаметром пор 0,2 мкм («Владіпор», 
Росія). 

Фільтрати, що містили біологічно активні де-
ривати пробіотика, зберігали у морозильній ка-
мері холодильника «Samsung RB29FSRNDSA» 
при (–23 ± 1)ºС протягом 60 діб. Розморожували 
зразки на водяній бані за температури (37 ± 1)ºС 
до повного відтавання.

Протимікробну активність фільтратів визнача-
ли одразу після їхнього отримання та після збері-
гання у вищезазначених умовах впродовж 60 діб на 
тест-культурах: клінічних ізолятах Staphylococcus 
epidermidis № 558; Corynebacterium xerosis №41; 
Corynebacterium diphtheriae gravis tox+ №11, 
Corynebacterium diphtheriae belfanti tox+ №147 
(зберігаються в колекції мікроорганізмів лабо-

fluid resulted in procuring the cell suspension with 
optical density of 10.0 according to the McFarland 
scale measured with Densi-La-Meter unit (Lachema, 
Czech Republic). To obtain the 'disintegrate' the 
suspension of bifidobacteria was exposed to 10 cycles 
of freeze-thawing according to the following regi- 
men: freezing – passive cooling in freezing chamber 
of Samsung RB29FSRNDSA refrigerator down to 
(–23 ± 1)°C, heating – in water bath at (37 ± 1)°C up 
to complete thawing.

The metabolites of bifidobacteria were obtained 
by growing of probiotic in its 'disintegrate' [9]. With 
this aim the microbial suspension of bifidobacteria 
with optical density of 10.0 according to the McFar- 
land scale was added into 'disintegrate' in 1:9 ratio 
and cultured at (37 ± 1)°C for 72 hours.

'Disintegrate' and bifidobacteria culture grown 
in 'disintegrate' were centrifuged at 1000g for 30 mi- 
nutes in order to remove remained cells and cel- 
lular debris, and supernatant was passed through 
sterile membrane filters with pore diameter of 
0.2 micron (Vladipor, Russia).

Filtrates with biologically active derivatives of pro- 
biotic were kept in freezing chamber of Samsung 
RB29FSRNDSA refrigerator at (–23 ± 1) °C over the 
period of 60 days. The samples were thawed in water 
bath at (37±1)°C up to complete thawing.

Antimicrobial activity of filtrates was determi- 
ned immediately after their procurement and storage 
under mentioned conditions over the course of 60 days 
with testing cultures: clinical isolates Staphylococcus 
epidermidis 558; Corynebacterium xerosis 41; Co- 
rynebacterium diphtheriae gravis tox+ 11, Cory- 
nebacterium diphtheriae belfanti tox+ 147 (from the 
Collection of Microorganisms of the Laboratory of 
Respiratory Infections Prevention of IMI NAMS, 
Kharkiv) and reference strains Staphylococcus aureus 
ATCC 25923; Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 (from the Museum of Microorganisms of IMI 
NAMS, Kharkiv). Microorganisms were grown in 
culture media, corresponding to the type of micro- 
organisms: 1% sucrose beef-extract broth (SBEB), 
beef-extract agar (BEA), egg-yolk salt agar (EYSA), 
blood telluric agar (BTA) [1]. Cultures were syn- 
chronized by keeping under hypothermal conditions 
(4 ± 1)°C for 30 minutes.

Antimicrobial activity of filtrates was studied in 
liquid medium by qualitative method, specifically in 
the filtrate of 'disintegrate' or bifidobacteria culture 
that was grown in its own 'disintegrate'. The bacte- 
rial suspension of test-strains with optical density of  
1.0 according to the McFarland scale was added to 
the samples of filtrates in 1:9 ratio. The control samples 
contained physiological solution of sodium chloride 
and corresponding testing culture. The experimental 
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раторії профілактики краплинних інфекцій ДУ 
«ІМІ НАМН», м. Харків) та референс-штамах 
Staphylococcus aureus AТСС 25923; Pseudomonas 
aeruginosa AТСС 27853 (отримані з музею мікро-
організмів ДУ «ІМІ НАМН», м. Харків). Мікроор-
ганізми вирощували на живильних середовищах, 
які відповідали харчовим потребам мікроорга- 
нізмів: 1%-й цукровий м’ясо-пептонний бульйон 
(цМПБ), м’ясо-пептонний агар (МПА), жовтко-
во-сольовий агар (ЖСА), кров’яно-телуритовий 
агар (КТА) [23]. Синхронізацію культур здійсню-
вали шляхом витримки в гіпотермічних умовах 
(4 ± 1)ºС впродовж 30 хв.

Дослідження протимікробної активності філь-
тратів якісним методом проводили у рідкому се-
редовищі, а саме: у фільтраті «дезінтеграту» або 
фільтраті культури біфідобактерій, що виросла у 
власному «дезінтеграті» . Бактеріальну суспензію 
тест-штамів із оптичною густиною 1,0 за шкалою 
МакФарланда додавали до зразків фільтратів у 
співвідношенні 1:9. Контрольні зразки містили 
фізіологічний розчин натрію хлориду та відповід-
ну тест-культуру. Дослідні та контрольні зразки 
інкубували за температури (37 ± 1)ºС протягом 2 
та 24 годин, після чого їх висівали на тверде жи-
вильне середовище. Відсутність росту тест-куль-
тури на твердому живильному середовищі свідчи-
ла про наявність протимікробної (бактерицидної) 
активності фільтрату по відношенню до неї, а ріст 
тест-культури – відсутність зазначеної активності.

Протимікробну активність фільтратів біфідо-
бактерій оцінювали також за кількісним показни-
ком життєздатності мікроорганізмів тест-штаму 
(кількістю колонієутворюючих одиниць (КУО) в 
одиниці об’єму фільтрату) після добової експо-
зиції. В дослідні зразки фільтратів, які містили 
деривати біфідобактерій, інокулювали у співвід-
ношенні 9:1 бактеріальні суспензії тест-культур із 
різною оптичною густиною:

- інокулят А (суспензія бактеріальних клітин із 
оптичною густиною 0,5 одиниць за шкалою Мак-
Фарланда у 10-кратному розведенні фізіологіч-
ним розчином натрію хлориду);

- інокулят В (суспензія бактеріальних клітин із 
оптичною густиною 0,5 одиниць за шкалою Мак-
Фарланда);

- інокулят С (суспензія бактеріальних клітин з 
оптичною густиною 5 одиниць за шкалою Мак-
Фарланда).

Контрольні зразки містили інокуляти А, В і 
С тест-штамів та фізіологічний розчин натрію 
хлориду у співвідношенні 1:9. З дослідних та 
контрольних зразків після двогодинної та добо-
вої експозиції готували послідовні розведення, з 
яких здійснювали висів 0,1 мл рідини на поверх-

and control samples were incubated at (37 ± 1)°C 
for 2 and 24 hours and thereafter were plated on a 
solid culture medium. The absent growth of test- 
culture on solid nutrient medium showed the pre- 
sence of antimicrobial (bactericidal) activity of 
filtrate in relation to it. The fact of test-culture growth 
was the sign of absence of the specific activity.

The antimicrobial activity of bifidobacteria fil- 
trates was also evaluated by quantitative index of 
viability of testing the strain microorganisms (by 
quantifying colony-forming units (CFU) in volume 
unit of filtrate) after daily exposure. Bacterial sus- 
pensions of test-cultures with different optical den- 
sity were inoculated at 9:1 ratio into the studied 
samples of filtrates containing derivatives of bifido- 
bacteria:

- Inoculate A (suspension of bacterial cells with 
optical density of 0.5 units according to the McFar- 
land scale in a 10-fold dilution by physiological 
solution of sodium chloride);

- Inoculate B (suspension of bacterial cells with 
optical density of 0.5 units according to the McFarland 
scale);

- Inoculate C (suspension of bacterial cells with 
optical density of 5 units according to the McFarland 
scale).

The control samples contained inoculates A, B and 
C of test-strains and physiological solution of sodium 
chloride at 1:9 ratio. After two hour and one-day-long 
exposure the serial dilutions from experimental and 
control samples were prepared, from which 0.1 ml of 
liquid was inoculated to the surface of solid culture 
media. Inoculations were kept at (37 ± 1)°C. A day 
later the quantity of grown colonies was counted, the 
one of CFU was determined in volume unit of the 
studied sample and expressed in denary logarithm of 
CFU/ml.

All the tests were conducted four times. Average 
values of obtained indices with standard variations 
were determined. The significance of the difference 
between the obtained indices was determined by 
Student’s test. The results were statistically processed 
with Excel 2010 software (Microsoft, USA).

Results and discussion
At the first stage of the research the qualitative 

method was used to study the influence of preservation 
of filtrates in a frozen state, containing structural 
and metabolic derivatives of bifidobacteria, on their 
antimicrobial activity.

According to the results presented in Table 1 it has 
been established that antimicrobial activity of filtra- 
tes determined by qualitative method after storage in a 
frozen state does not differ from the one of the filtrates 
studied after procurement. Exposure in the filtrates 
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ню твердого живильного середовища. Посіви ви-
тримували за температури (37 ± 1)ºС. Через добу 
підраховували кількість колоній, що виросли, виз- 
начали кількість КУО в одиниці об’єму дослідно-
го матеріалу та виражали в десятковому логариф-
мі КУО/мл. 

Усі досліди проводили в чотирьох повторах. 
Визначали середні значення отриманих показ-
ників зі стандартними відхиленнями. Значущість 
різниці між отриманими показниками визначали 
за критерієм Стьюдента. Статистичну обробку 
результатів досліджень здійснювали з викорис- 
танням програмного пакета «Excel 2010» («Micro-
soft», США).

Результати та обговорення
На першому етапі роботи якісним методом 

досліджували вплив зберігання у замороженому 
стані фільтратів, які містять структурні та мета-
болітні деривати біфідобактерій, на їхню протимі-
кробну активність.

За результатами досліджень, представлених у 
табл. 1, встановлено, що протимікробна активність 
фільтратів, визначена якісним методом, після збе- 
рігання у замороженому стані не відрізняється від 
протимікробної активності фільтратів, дослідже-
них одразу після отримання. Експозиція у філь-
тратах впродовж 2 годин призводить до втрати 
життєздатності одних тест-культур (S. epidermidis 
№558, C. xerosis №41, C. diphtheriae gravis tox+ 
№11) та не викликає втрати здатності до росту 
і розмноження інших (S. aureus АТСС 25923, 
C. diphtheriae belfanti tox+ №147, P. aeruginosa 
АТСС 27853). Після добової експозиції як у свіжо- 
отриманих фільтратах, так і в тих, що зберігалися 
в замороженому стані, був відсутній ріст усіх об-
раних тест-культур.

На другому етапі роботи досліджували вплив 
зберігання в замороженому стані фільтратів, що 
містять деривати біфідобактерій, на їхню про-
тимікробну активність кількісним методом. Серед 
тест-культур, досліджених на першому етапі, об-
рали лише ті, що не втрачали життєздатності піс-
ля двогодинної експозиції у фільтратах: S. aureus 
АТСС 25923, C. diphtheriae belfanti tox+ №147, 
P. aeruginosa АТСС 27853. Вибір концентрацій 
клітин в інокулятах був обумовлений, перш за все, 
необхідністю отримати бактеріостатичний ефект 
після експозиції тест-культур у фільтратах. У да-
ному випадку є можливість кількісно оцінити від-
мінності між протимікробною активністю свіжо- 
отриманих фільтратів та тих, що зберігалися. 
Концентрації клітин в інокулятах були обрані у 
відповідності до тих, які застосовувалися раніше 
в аналогічних дослідженнях іншими авторами [18], 

for 2 hours leads to the loss of viability in several test-
cultures (S. epidermidis 558, C. xerosis 41, C. diph- 
theriae gravis tox+ 11) and does not provoke the 
loss of the ability to grow and reproduce in others 
(S. aureus ATCC 25923, C. diphtheriae belfanti tox+ 
147, P. aeruginosa ATCC 27853). After one-day 
exposure the absence of growth in all the selected 
testing cultures both in fresh filtrates and frozen-
thawed ones was observed.

At the second stage of the study there was 
investigated the influence of storage of filtrates 
containing derivatives of bifidobacteria in a frozen 
state on their antimicrobial activity using quanti- 
tative method. Among test-cultures studied at the 
first stage there were selected only those that did 
not lost viability after exposing for 2 hours in 
filtrates: S. aureus ATCC 25923, C. diphtheriae 
belfanti tox+ 147, P. aeruginosa ATCC 27853. Cell 
concentrations in inoculates depended on the ob- 
served bacteriostatic effect after exposure of test-
cultures in filtrates. In this case there was possible 
to evaluate quantitatively the differences between 
antimicrobial activity of fresh filtrates and those 
after storage. The concentrations of the cells in 
inoculates were selected in accordance with those 
used earlier in similar reports [25], distinguished 
between each other by 1 and 2 orders and exceeded 
the standardized by regulatory document (Order 
of Ministry of Healthcare of Ukraine №167 dated 
of 05.04.2007 about approval of methodical in- 
structions 'Determination of Microorganisms’ Sen- 
sitivity to Anti-Bacterial Preparations') concentra- 
tion of testing cultures during determination of 
microorganisms’ sensitivity to anti-bacterial pre- 
parations.

The results of the study presented in Table 2 
show that after two-hour exposure in fresh bifi- 
dobacterium 'disintegrate' filtrate the test-culture 
S. aureus (inoculate A) totally loses the viability. Ex- 
posure of staphylococcus test-culture for 2 hours 
in the rest of the filtrates (both in fresh and frozen-
thawed) considerably reduces the quantity of viable 
cells if compared to the control. Antistaphylococcal 
activity of frozen-thawed filtrates was significantly 
lower than those of fresh ones. This is evidenced 
by much higher quantitative indices obtained after 
of staphylococcus test-culture storage with different 
density of inoculates after two-hour exposure in 
frozen-thawed samples of filtrates if compared with 
fresh ones. The one-day exposure of staphylococcus 
test-culture in all the samples of filtrates when using 
inoculates A and B led to the loss of cell viability, and 
using inoculate C caused a considerable reduction 
of qualitative indices of test-culture viability in 
comparison with the control.
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відрізнялися між собою на 1 і 2 порядки та пере-
вищували регламентовану нормативним докумен-
том (Наказ МОЗ України №167 від 05.04.2007 р. 
про затвердження методичних вказівок «Визна-
чення чутливості мікроорганізмів до антибакте- 
ріальних препаратів») концентрацію тест-культур 
при визначенні чутливості мікроорганізмів до ан-
тибактеріальних препаратів. 

Результати досліджень, наведених у табл. 2, по-
казують, що після двогодинної експозиції у свіжо- 
отриманому фільтраті «дезінтеграту»  біфідобакте- 
рій тест-культура S. aureus (інокулят А) повністю 
втрачає життєздатність. Експозиція тест-культури 
стафілококу впродовж 2 годин у решті фільтратів 
(як свіжоотриманих, так і розморожених) значно 
зменшує кількість життєздатних клітин порівня- 
но з контролем. Протистафілококова активність 

After two-hour exposure of C. diphtheriae belfan- 
ti tox+ 147 with density of inoculate A in filtrates 
of 'disintegrates' of bifidobacteria the test-culture 
completely lost their viability and in filtrates of bifi- 
dobacterium culture grown in its own 'disintegrate' 
there was a considerable reduction of viable cell 
number if compared with the control. Exposure for 
2 hours of corynebacterium test-culture with den- 
sity of inoculates B and C in all the types of filtrates 
was also accompanied by a strong reduction of bac- 
teria viability if compare with the control. The 
difference between quantitative indices of corynebac- 
teria viability in fresh and frozen-thawed filtrates 
was statistically significant, but did not exceed one 
order and made 0.2–0.8 lg CFU/ml. After one-
day-long exposure of corynebacteria in derivative-
containing filtrates the test-cultures lost their via- 

Тест-культури
 Test-cultures

Час експозиції, год
Time of exposure, hours

Фільтрати, що містять деривати біфідобактерій 
Filtrates containing derivatives of bifidobacteria

Контроль (ФР)
Control (PS)

свіжоотримані 
fresh

після зберігання 
post storage

ФД 
FD

ФК 
FC

ФД 
FD

ФК 
FC

Staphylococcus 
epidermidis 

2 – – – – +

24 – – – – +

Staphylococcus 
aureus

2 + + + + +

24 – – – – +

Corynebacterium 
xerosis

2 – – – – +

24 – – – – +

Corynebacterium 
diphtheriae gravis 

tox+

2 – – – – +

24 – – – – +

Corynebacterium
diphtheriae belfanti 

tox+

2 + + + + +

24 – – – – +

Pseudomonas 
aeruginosa

2 + + + + +

24 – – – – +

Примітки:  «+» – наявний ріст культури, бактерицидний ефект відсутній; «–» – відсутній ріст культури, бактерицид-
ний ефект наявний; ФР – фізіологічний розчин; ФД – фільтрат «дезінтеграту» біфідобактерій; ФК – фільтрат культу-
ри біфідобактерій, що виросла у власному «дезінтеграті» 
Notes: «+» presence of the culture growth, without germ-kill effect; «–» missing culture growth, with germ-kill effect; 
PS – physiological solution; FD – filtrate 'disintegrate' of bifidobacteria; FC – filtrate of bifidobacterium culture grown in its 
own 'disintegrate'. 

Таблиця 1. Протимікробна активність фільтратів, що містять структурні та метаболітні деривати В. bifidum,
одразу після отримання та зберігання в замороженому стані, визначена якісним методом

Table 1. Antimicrobial activity of filtrates, containing structural and metabolic derivatives of B. bifidum  
after procuring and storage in a frozen state, determined by qualitative method
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розморожених фільтратів значно нижча, ніж сві- 
жоотриманих. Про це свідчать значно вищі кіль- 
кісні показники збереженості тест-культур стафі- 
лококів із різними густинами інокулятів після 
двогодинної експозиції у розморожених зразках 
фільтратів, ніж у свіжоотриманих. Добова екс-
позиція тест-культури стафілококу в усіх зразках 
фільтратів за умови застосування інокулятів А та 
В призводить до втрати життєздатності, а іноку-

bility, except the case of bifidobacteria culture, 
grown in its own 'disintegrate'. After an exposure in 
mentioned filtrate the test-culture of corynebacteria 
with the highest density of inoculate (C) lost con- 
siderably its viability in comparison with control.

Significant differences between antimicrobial ac- 
tivity of fresh and frozen-thawed samples of filtrates 
were observed after two-hour exposure of test-cul- 
ture P. aeruginosa. Viability of P. aeruginosa test-

Тест-культури 
Test-cultures

Інокулюм
Inoculum

Час експозиціїї, год 
Time of exposure, hours

Фільтрати, що містять деривати біфідобактерій 
Filtrates containing derivatives of bifidobacteria

Контроль (ФР) 
Control (PS)

після отримання 
freshly prepared

після зберігання 
after storage

ФД 
FD

ФК 
FC

ФД 
FD

ФК 
FC

lg КУО/мл, M ± σ 
lg CFU/ml, M±σ

Staphylococcus 
aureus

А
2 – 1,5 ± 1,7 1,6 ± 1,6 2,3 ± 1,6 6,3 ± 0,21

24 – – – – 6,1 ± 0,17

В
2 3,4 ± 0,12 4,0 ± 0,17 3,8 ± 0,17* 4,5 ± 0,16* 7,2 ± 0,29

24 – – – – 7,0 ± 0,21

С
2 5,8 ± 0,17 6,0 ± 0,24 6,2 ± 0,24* 6,6 ± 0,22* 8,3 ± 0,22

24 1,5 ± 1,7 2,25 ± 1,5 2,3 ± 1,56 3,1 ± 0,15 8,2 ± 0,25

Erium diphtheriae 
belfanti

А
2 – 2,38 ± 1,6 – 3,08 ± 0,15 6,3 ± 0,24

24 – – – – 5,6 ± 0,22

В
2 3,15 ± 0,17 3,75 ± 0,22 3,55 ± 0,19* 4,2 ± 0,24* 7,2 ± 0,21

24 – – – – 6,5 ± 0,25

С
2 4,2 ± 0,15 4,7 ± 0,18 4,89 ± 0,14* 5,0 ± 0,3* 8,1 ± 0,22

24 – 0,75 ± 1,5 – 2,25 ± 1,5 7,5 ± 0,22

Pseudomonas 
aeruginosa

А
2 3,65 ± 0,13 4,9 ± 0,14 4,2 ± 0,15* 5,35 ± 0,1* 6,2 ± 0,32

24 – – – – 5,8 ± 0,39

В
2 4,08 ± 0,15 5,3 ± 0,26 4,55 ± 0,1* 5,9 ± 0,14* 7,1 ± 0,27

24 – – – – 6,7 ± 0,19

С
2 5,05 ± 0,17 6,1 ± 0,26 5,76 ± 0,15* 6,8 ± 0,22* 8,1 ± 0,26

24 – 2,37 ± 1,6 – 2,4 ± 1,6 7,9 ± 0,08

Примітки:  «–» – ріст мікроорганізмів відсутній; * – відмінності статистично значущі відносно показників до заморо-
жування, p < 0,05; ФР – фізіологічний розчин; ФД – фільтрат «дезінтеграту» біфідобактерій; ФК – фільтрат культури 
біфідобактерій, що виросла у власному «дезінтеграті». 
Notes: «–» without growth of microorganisms; * – the differences are statistically significant in respect to the indices prior 
to freezing, p < 0.05; PS – physiological solution; FD – filtrate 'disintegrate' of bifidobacteria; FC – filtrate of bifidobac- 
terium culture grown in its own 'disintegrate'. 

Таблиця 2. Протимікробна активність фільтратів, що містять структурні та метаболітні деривати В. bifidum, 
одразу після отримання та зберігання в замороженому стані, визначена кількісним методом

Table 2. Antimicrobial activity of filtrates, containing structural and metabolic derivatives of B. bifidum 
after procuringand storage in a frozen state, determined by quantitative method
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ляту С – до значного зниження кількісних показ-
ників життєздатності тест-культури у порівнянні 
з контролем.

У результаті двогодинної експозиції C. diphthe- 
riae belfanti tox+ №147 із густиною інокуляту А у 
фільтратах «дезінтегратів» біфідобактерій спос- 
терігалася повна втрата життєздатності тест- 
культури, а у фільтратах культури біфідобакте- 
рій, вирощеної у власному «дезінтеграті» , – значне 
зменшення кількості життєздатних бактерій у 
порівнянні з контролем. Експозиція впродовж 
двох годин тест-культури коринебактерій із гус- 
тинами інокулятів В та С у всіх видах фільтратів 
теж супроводжувалася значним зниженням кіль- 
кісного показника життєзданості бактерій у по- 
рівнянні з контролем. Причому різниця між 
кількісними показниками збереженості корине- 
бактерій у свіжоотриманих та розморожених 
фільтратах є статистично значущою, але не пере-
вищує одного порядку і складає 0,2–0,8 lg КУО/
мл. Після добової експозиції коринебактерій у де-
риват-вмісних фільтратах втрачається життєздат-
ність тест-культури, за виключенням фільтратів 
культури біфідобактерій, вирощеної на власному 
«дезінтеграті». Після експозиції в зазначеному 
фільтраті тест-культури коринебактерій із най-
вищою густиною інокуляту (С) спостерігалося 
значне зменшення кількості життєздатних клітин 
у порівнянні з контролем.

Значущі відмінності між протимікробною 
активністю свіжоотриманих та розморожених 
зразків фільтратів спостерігалися також після дво- 
годинної експозиції в них тест-культури  P. aeru- 
ginosa. Кількісні показники життєздатності си- 
ньогнійної палички значуще вищі після двогодин-
ної експозиції у розморожених фільтратах, ніж 
свіжоотриманих, і залежать від густини іноку- 
ляту. Фільтрати «дезінтегратів» біфідобактерій 
як свіжоотримані, так і розморожені, за умови 
добової експозиції проявляють по відношенню 
до тест-культури синьогнійної палички бактери- 
цидний ефект незалежно від густини інокуляту.  
Добова експозиція P. aeruginosa у фільтраті куль- 
тури біфідобактерій, вирощеної у власному «де- 
зінтеграті», за умови застосування інокулятів А 
та В призводить до втрати життєздатності тест- 
культури, а за умови застосування інокуляту С – 
до значного зниження кількісних показників її 
життєздатності у порівнянні з контролем.

Протимікробна активність екзометаболітів 
бульйонних культур біфідобактерій по відно- 
шенню до тест-культур S. aureus АТСС 25923 та 
P. aeruginosa АТСС 27853 досліджувалася Т.Х. Ти- 
мохіною та А.А. Марковим зі співавт. [10, 18]. 
Порівняння результатів, отриманих зазначеними 

culture were considerably higher after exposing 
them in frozen-thawed filtrates for two hours if 
compared with fresh ones and depended on the 
inoculate density. The filtrates of bifidobacterium 
'disintegrate' both fresh and frozen-thawed mani- 
fested germ-kill effect to test-culture of P. aeru- 
ginosa during one-day exposure regardless of ino- 
culate density. One day exposure of P. aeruginosa 
in filtrate of bifidobacteria culture, grown in its 
own 'disintegrate' when using inoculates A and B 
led to the loss of test-culture viability and during 
application of inoculate C it resulted in a consi- 
derable reduction of viability in comparison to the 
control.

Antimicrobial activity of exometabolites of bifi- 
dobacterium broth cultures in relation to test-cul- 
tures S. aureus ATCC 25923 and P. aeruginosa 
ATCC 27853 was studied by T.Kh. Tymokhina, A.A. 
Markov et al. [13, 25]. The comparison of results 
obtained by the authors with the ones of our stu- 
dy showed that the filtrates of 'disintegrates' and 
bifidobacterium cultures both fresh and stored at 
(–23 ± 1)°C were as good in antimicrobial activity 
as supernatants of 48 hour broth cultures and ex- 
pressed higher antistaphylococcal activity if com- 
pared with supernatants of 72 and 96 hour broth 
culture of bifidobacteria. According to the viability 
indices of P. aeruginosa test-cultures after 24 hours 
exposure antimicrobial activity of obtained deri- 
vative-containing filtrates even after storage in a 
frozen state was found at the level of activity 
of supernatants of 48 hour broth culture of bifi- 
dobacteria. Quite a high level of antimicrobial acti- 
vity of derivative-containing filtrates was demons- 
trated in relation to S. epidermidis, C. xerosis, C. di- 
phtheriae gravis tox+ and C. diphtheriae belfanti 
tox+. The obtained results confirm the prospects 
of new metabiotics development based on struc- 
tural and metabolite derivatives of bifidobac- 
teria. It should be noted that when obtaining 
exometabolites of bifidobacteria from broth culture 
the final product contains nutrient substances of 
culture medium. Derivative-containing filtrates do 
not contain the elements of culture medium. Since 
they are infection-safe whereas the absence of the 
remains of nutrient medium of animal origin ex- 
cludes the possibility for transmission of prion 
infections.

Conclusions
1. Comparative study using qualitative method 

of evaluation showed that antimicrobial activity of 
filtrates containing structural and metabolic deri- 
vatives of bifidobacteria after storage in a frozen 
state at (–23 ± 1)°C was equal in fresh ones.
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авторами, з даними нашого дослідження по- 
казало: фільтрати «дезінтегратів», та культур бі- 
фідобактерій, як свіжоотриманих так і тих, які 
зберігалися за температури (–23 ± 1)°С, за про- 
тимікробною активністю не поступаються су- 
пернатантам 48-годинних бульйонних культур 
та виявляють вищу протистафілококову актив-
ність порівняно зі супернатантами 72- та 96-го-
динних бульйонних культур біфідобактерій. За 
показниками життєздатності тест-культури си- 
ньогнійної палички після 24-годинної експо- 
зиції протимікробна активність отриманих роз- 
робленим нами способом дериват-вмісних фільт- 
ратів, навіть після зберігання у замороженому 
стані, виявилася на рівні активності суперна- 
тантів 48-годинних бульйонних культур біфі- 
добактерій. Достатньо високий рівень проти- 
мікробної активності дериват-вмісні фільтрати 
продемонстрували по відношенню до S. epider- 
midis, C. xerosis, C. diphtheriae gravis tox+ 
та C. diphtheriae belfanti tox+. Отримані в 
даному дослідженні результати підтверджують 
перспективність створення нових метабіотиків 
на основі структурних та метаболітних дери- 
ватів біфідобактерій. Слід зазначити, що за 
умови отримання екзометаболітів біфідобакте- 
рій із бульйонних культур кінцевий продукт 
містить залишки середовища культивування. 
Дериват-вмісні фільтрати не містять елементи 
живильного середовища, а отже, є інфекційно 
безпечними. Відсутність у кінцевому продукті 
залишків живильного середовища тваринного 
походження виключає можливість передачі пріо-
нових інфекцій. 

Висновки
1. Порівняльне дослідження із застосуванням 

якісного методу оцінки показало, що фільтрати, 
які містять структурні та метаболітні деривати 
біфідобактерій, після зберігання у замороженому 
стані при (–23 ± 1)°С за протимікробною активні-
стю не поступаються свіжоотриманим.

2. Кількісний метод оцінки протимікробної 
активності підтвердив ефективність заморожу-
вання як способу збереження протимікробного 
потенціалу дериват-вмісних фільтратів і дозволив 
встановити, що двогодинна та добова експози- 
ція у фільтратах після їхнього зберігання у за-
мороженому стані призводить до втрати жит-
тєздатності або значного зниження кількісних по- 
казників збереженості тест-культур залежно від 
концентрації бактеріальних клітин в інокуляті 
та виду фільтрату. Різниця між кількісними по- 
казниками життєздатності тест-культур у свіжо- 
отриманих та розморожених фільтратах статис- 

2. Quantitative method of evaluation of anti- 
microbial activity confirmed the efficiency of free- 
zing as a way of preservation of antimicrobial po- 
tential of derivative-containing filtrates and allowed 
to found that one-day and two-hour-long exposure in 
filtrates after storage in a frozen state led to the loss 
of viability or significant reduction in quantitative 
indices of test-culture viability depending on the 
concentration of bacterial cells in inoculate and 
filtrate type. The difference between quantitative 
indices of test-culture viability in fresh and frozen-
thawed filtrates was statistically significant but made 
less than one order, i. e. 0.2–0.8 CFU/ml.

3. The method of storage in a frozen state at 
(–23 ± 1)°C allowed to maintain quite a high anti-
microbial potential of derivative-containing filt- 
rates, so it might be recommended for use both for 
scientific studies and commercial production.
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тично значуща, але становить менше одного по-
рядку – 0,2–0,8 lg КУО/мл. 

3. Спосіб зберігання у замороженому стані за 
температури (–23 ± 1)ºС дозволяє зберігати дос- 
татньо високий протимікробний потенціал дери-
ват-вмісних фільтратів, тому може бути рекомен-
дований до застосування як на етапах наукових 
досліджень, так і на виробництві. 
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