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ultrastructure of microorganisms. Ultrathin sections were studied in a transmission electron microscope Hitachi 12 
E and JEM-1400 at a voltage of 80-120 kV.

Results. In the period 2010-2018, a bacteriological study of faecal samples from 2121 children with OCI aged 0 
to 18 years was conducted. Of these, in 1093 cases (51.5%), the OKI was etiologically established, and in 1028 cases 
(48.4%), the etiology was not established.

The revealed fact confirms the observations of modern researchers about the existence of «uncultivated» patho-
gens – possible real pathogens of the studied infectious process.

Our research on the results of diagnostics of OKI diseases on the territory of Azerbaijan has revealed a certain 
percentage of etiologically established pathology. But, along with this, a significant percentage of cases of the dis-
ease with an unknown etiology was also found. This fact is interpreted as a phenomenon associated with the pres-
ence of «uncultivated», «resting» cells of microorganisms that are not detected by classical bacteriological methods.

It seems necessary to expand and improve new diagnostic methods with the interpretation of the etiology of the 
infectious pathology under study, which is currently possible. Therefore, the purpose of our research was to deter-
mine the «uncultivated» pathogens when identifying inconsistencies with the OKI clinic of the isolated pathogen by 
the culture method. To this was applied the method of violetaviolenta with the use of electron microscopy.

When comparing electron microscopy photos of the ultrastructure of bacteria detected by us from «secondary» 
cultures with photos from «Atlas» with the studied ultrastructures of microorganisms, it was found that the rod-
shaped forms we isolated coincide with photos of E. coli, Streptobacillus, in «resting» forms and Streptobacillus in 
modified forms.

After exposure to bacteriophage, elements of microbial variability were detected: thickening of the capsule with 
uneven scalloped edges with erased pili, resembling the variability in the composition of biofilms.

It should be noted that along with the detected pathogens in the form of «resting» rod-shaped cells, the pres-
ence of other unexplored (unknown) pathogens has been determined to date, which suggests the need to isolate as 
many pathogens as possible from the body of a patient with OCI in order to detect the true pathogen of infection.

Conclusions. The established fact that there is a significant percentage of cases of OKI with unknown etiology 
suggests an expansion of the range of methods used to diagnose «uncultivated» pathogens that may be «true» 
pathogens of the infection under study.
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Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-
ними роботами. Дослідження є фрагментом НДР 
лабораторії профілактики краплинних інфекцій ДУ 
«ІМІ НАМН» «Мікробіологічна характеристика нових 
структурно-метаболітних комплексів лакто- та біфідо-
пробіотиків», № державної реєстрації 0119U100686.

Вступ. Оксидативний стрес полягає в порушенні 
прооксидантно-антиоксидантного балансу в кліти-
нах внаслідок підвищення продукції кисневих ради-
калів та зниження ефективності природних систем 
ферментативного і неферментативного антиокси-
дантного захисту. Оксидативний стрес призводить 
до пошкодження біологічних молекул і клітинних 
структур та лежить в основі патогенезу переважної 
більшості захворювань [1-4]. Включення антиокси-
дантів в комплексну терапію таких захворювань є 
патогенетично обґрунтованим. В процесі пошуку 
безпечних антиоксидантів природного походжен-
ня увагу дослідників привернули пробіотики [1,4,5]. 
Деякі штами біфідо- і лактобактерій виявили здат-
ність поглинати пероксидні, гідроксильні радикали 
і супероксидний аніон in vitro, підвищувати рівень 

антиоксидантного захисту, зменшувати прояви і на-
слідки оксидативного стресу in vivo [4,5]. Механізми 
антиоксидантної активності пробіотиків активно до-
сліджуються впродовж останнього десятиліття, але 
залишаються не до кінця вивченими. Антиоксидант-
ну активність пробіотиків пов’язують зі здатністю хе-
латувати іони металів, продукувати власні антиокси-
дантні ферменти: (каталазу, супероксиддисмутазу) 
та антиоксидантні метаболіти (фолати, глутатіон), 
посилювати антиоксидантну активність та підвищу-
вати рівень антиоксидантних метаболітів в організмі 
хазяїна, регулювати сигнальні шляхи, пригнічувати 
активність ферментів, що відповідають за продукцію 
активних форм кисню та регулювати склад і актив-
ність кишкової мікробіоти [4]. Однак для реалізації 
корисних ефектів пробіотиків необхідна колонізація 
ними слизових оболонок та приживлення в шлунко-
во-кишковому тракті. 

Недостатня ефективність клітинних пробіотиків 
внаслідок низького рівня приживлення та недостат-
ня безпечність традиційної клітинної пробіотикоте-
рапії, що не відповідає вимогам сучасної медицини, 
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диктують необхідність розробки альтернативних під-
ходів до корекції мікроекологічних і метаболічних 
порушень. Одним з них є застосування біотехнологіч-
них продуктів на основі біологічно активних похідних 
пробіотиків (структурних компонентів, метаболітів та 
сигнальних молекул) [6]. З ними пов’язують можли-
вість уникнути недоліків клітинної пробіотикотерапії 
та швидко досягати прогнозованого ефекту. 

Розроблений нами спосіб одержання безклітин-
них екстрактів (БКЕ) з пробіотичних штамів бакте-
рій дозволяє отримати в кінцевому продукті суміш 
структурних компонентів і метаболітів пробіотиків 
без домішок поживного середовища [7]. Відомо, що 
властивості біотехнологічного продукту залежать від 
джерела та технології отримання, що визначають 
його компонентний склад. Технологічний процес об-
робки сировини повинен забезпечувати вихід її ком-
понентів у кінцевий продукт з мінімальними втрата-
ми їх біологічної активності. Попередні дослідження 
встановили здатність отриманих розробленим спо-
собом БКЕ Bifidobacterium bifidum та Lactobacillus 
reuteri поглинати гідроксильні радикали в модельній 
системі їх генерації, яка перевищувала ефективність 
антирадикальної активності метабіотика Hylak® Forte 
[8]. Результати дослідження спонукали до продо-
вження вивчення антиоксидантних властивостей за-
значених БКЕ. 

Мета роботи – дослідити in vitro антиокислюваль-
ну, глутатіонпероксидазну та каталазну активність 
БКЕ з отриманих термоциклюванням дезінтегратів 
та культур В. bifidum і L. reuteri, що культивувалися у 
дезінтегратах власних клітин.

Об’єкт і методи дослідження. БКЕ отримували 
з пробіотичних штамів В. bifidum 1 («Біфідумбакте-
рин», ТОВ «Віво-Актив», Україна) та L. reuteri DSM 
17938 («БіоГая», BioGaia Production AB, Швеція) за 
методикою, описаною раніше [7]. Досліджували ан-
тиоксидантну активність п’яти БКЕ: L – фільтрат де-
зінтеграту L. reuteri; ML – фільтрат культури L. reuteri, 
що культивувалася у власному дезінтеграті; MLG 
– фільтрат культури L. reuteri, що культивувалася у 
власному дезінтеграті з додаванням гліцерину (73,7 
г/л) та глюкози (72,1 г/л); В – фільтрат дезінтеграту В. 
bifidum; МВ – фільтрат культури В. bifidum, що куль-
тивувалася у власному дезінтеграті. Препаратами 
порівняння було обрано метабіотик Hylak® Forte (HF, 
Ratiopharm, Німеччина) та відомий антиоксидант 
α-токоферол (ICN, США). 

Антиокислювальну активність (АОА) БКЕ, мета-
біотика HF та α-токоферолу досліджували за моди-
фікованим методом Клебанова зі співавторами [9]. 
Суспензію жовткових ліпопротеїдів (СЖЛП) отриму-
вали гомогенізацією жовтка курячого яйця та фос-
фатного буфера (ФБ: 40 мМ КН2PO4, 105 мM КCl, рН 
7,45) в рівних об’ємах. Перед використанням СЖЛП 
розводили 1:24 тим же буфером. До 0,2 мл СЖЛП 
додавали 20-170 мкл БКЕ або препарату порівняння, 
0,530-0,680 мл ФБ. Перекисне окислення ліпідів у 
зразках ініціювали додаванням 0,1 мл 25 мМ розчи-
ну FeSO4·7H2O, приготованого перед використанням. 
Контрольний зразок не містив БКЕ або препарату по-
рівняння. Нульовий зразок містив ФБ та Fe2+. Зразки 
інкубували при 37 °С та інтенсивному перемішуванні 
впродовж 15 хв. Після інкубації до зразка додавали 
0.5 мл 20 % трихлороцтової кислоти та 20 мкл 10-2 М 

розчину антиоксиданту іонолу в етанолі. Вміст про-
бірок перемішували і центрифугували 15 хвилин 
при 900 g. До отриманого супернатанту додавали 1 
мл ТБК-реагента (0,5 % тіобарбітурової кислоти і 0,3 
% додецилсульфату натрію). Суміш витримували на 
киплячій водяній бані впродовж 15 хв. Після охоло-
дження зразки піддавали спектрофотометрії при 
довжині хвилі 532 нм на двопроменевому спектро-
фотометрі «Specord UV VIS» (Jena, Німеччина). АОА 
дослідних зразків розраховували за формулою: АОА 
= ∆Dк – ∆Dд / ∆Dк × 100 %, де ∆Dк та ∆Dд різниця між 
оптичною густиною дослідних і контрольних зразків 
до та після 15 хв інкубації. Отримані результати вира-
жали у мкл/мл та в мг/мл реакційного середовища. 
Масу сухого залишку визначали шляхом висушуван-
ня екстрактів при 105 °С впродовж 30 хв.

Глутатіонпероксидазну активність (ГП, GPx, КФ 
1.11.1.9) визначали в реакційному середовищі, що 
містило 50 мМ К-Na-ФБ (рН 7,4), 1 мМ ЕДТА, 0,15 мМ 
НАДФН, 1 мМ відновленого глутатіону, 0,2 % тритону 
Х-100, 3 мМ азиду натрію, 1 Од/мл глутатіонредукта-
зи, 0,4 мМ Н2О2 за методом [10]. Досліджувані БКЕ 
або метабіотик HF додавали в концентрації 50, 100 
та 200 мкл на 1 мл реакційного середовища. Реакцію 
проводили при 37 °С та постійному перемішуванні. 
ГП-активність реєстрували при 340 нм. Активність 
виражали в нмоль НАДФН/хв на 1 мл БКЕ або мета-
біотика HF з урахуванням коефіцієнту молярної екс-
тинкції 6,22 × 103 М–1 × см–1. 

Каталазну активність (САТ, КАТ, КФ 1.11.1.6) визна-
чали за утилізацією Н2О2 в реакційному середовищі, 
що містило 10 мМ К-ФБ (pH 7,4), 0,1 мМ ЕДТА, 15 мМ 
Н2О2, 50, 100 або 200 мкл БКЕ або метабіотика HF на 1 
мл реакційного середовища при 240 нм та темпера-
турі 37 °С спектрофотометричним методом [11]. Ак-
тивність виражали в нмоль Н2О2/хв на 1 мл БКЕ або 
метабіотика HF з урахуванням коефіцієнту молярної 
екстинкції для Н2О2 39,4 М-1×см-1.

Експерименти проводили чотири-шість разів. 
Отримані дані виражали як середні арифметичні зі 
стандартним відхиленням (х ± SD), піддавали статис-
тичній обробці з використанням програми Microsoft 
Excel 2003. Проводили однофакторний дисперсійний 
аналіз (ANOVA) з наступним множинним порівнян-
ням із застосуванням корекції Бонферроні.

Результати дослідження та їх обговорення. На 
рис. 1 представлені результати дослідження АОА 
БКЕ з дезінтеграту та культур L. reuteri. Вони показу-
ють, що серед них екстракт МL володіє найнижчою 

Рисунок 1 – Вплив БКЕ L. reuteri на інтенсивність індукованого 
ПОЛ у модельній системі. 

Примітка: * – різниця достовірна відносно показника в контроль-
ному зразку, р < 0,05.
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АОА. За 17 об.% концентрації цього екстракту у мо-
дельній системі спостерігалося зменшення вмісту 
ТБК-активних продуктів лише на 21,7 ± 6 %. Екстракт 
L виявив більш значний вплив на процеси ПОЛ у 
модельній системі. 50 % пригнічення ПОЛ він спри-
чиняв за 13 об.% вмісту у реакційному середовищі. 
Найвищу АОА показав екстракт MLG. Інтенсивність 
ПОЛ знижувалася на 50 % за його вмісту у модельній 
системі 2 об.%. 

Результати дослідження, подані на рис. 2, свід-
чать, що БКЕ з дезінтеграту та культури B. bifidum ви-
явили низьку (В) або незначну (МВ) АОА. Екстракт В 
за вмісту в реакційному середовищі 17 об.% забез-
печував зниження інтенсивності ПОЛ лише на 16,2 ± 
8 %. Інтенсивність ПОЛ за вмісту у модельній системі 
екстракту МВ у концентрації 17 об.% істотно не від-
різнялася від відповідного показника в контрольно-
му зразку, що не містив БКЕ (р ≥ 0,05). Метабіотик 
HF 50% пригнічення ПОЛ спричиняв за концентрації 
в реакційному середовищі 5 об.%. Але подальше 
збільшення вмісту метабіотика HF супроводжувало-
ся зменшенням антиокислювального ефекту. А за 
концентрації метабіотика HF в реакційному серед-
овищі 17 об.% спостерігалося підвищення інтенсив-
ності ПОЛ на 39,7 ± 5 %, що може бути пов’язане з 
присутністю в препараті метаболітів, здатних при 
підвищенні концентрації у модельній системі вияв-
ляти прооксидантний ефект.

Відомий ефективний антиоксидант α-токоферол 
забезпечував 50 % пригнічення ПОЛ за концентра-
ції у реакційному середовищі 8 мг/мл. Досліджувані 
БКЕ L і MLG та метабіотик HF пригнічували інтенсив-
ність ПОЛ на 50 % за концентрації в реакційному се-
редовищі 1,4 мг/мл, 2,4 мг/мл та 7,4 мг/мл, відповід-
но (з врахуванням маси сухого залишку, отриманого 
шляхом висушування екстрактів та метабіотика HF 
при 105 °С впродовж 30 хв). Отже, АОА БКЕ L та MLG 
відповідала рівню АОА препаратів порівняння. Слід 
зазначити, що БКЕ з дезінтеграту та культури B. 
bifidum характеризувалися дещо меншим вмістом 
сухого залишку на 100 мкл екстракту: 0,93 мг (B) та 
0,85мг (MB), ніж екстракти L (1 мг), ML (1,2 мг) та MLG 
(11,8 мг). Але цим не можна було пояснити їх низьку 
антиокислювальну активність. Так, за концентрації, 
що забезпечувала 50 % пригнічення ПОЛ в модель-
ній системі екстрактом L (1,4 мг/мл), екстракт В спри-
чиняв низький рівень (~ 16 %), а екстракт МВ – не-
значне (~ 7 %) пригнічення інтенсивності ПОЛ. Але 
екстракт ML, який містив більше сухого залишку, ніж 

Рисунок 2 – Вплив БКЕ B. bifidum та метабіотика HF  
на інтенсивність індукованого ПОЛ у модельній системі. 

Примітка: * – різниця достовірна відносно показника в контроль-
ному зразку, р < 0,05.

екстракт L, за тієї ж концентрації (1,4 мг/мл) теж ви-
кликав слабке пригнічення інтенсивності ПОЛ (на ~ 
20 %).

Очевидно, різний характер впливу досліджених 
екстрактів на процеси ПОЛ зумовлений різними спо-
собами їх отримання, які визначають відмінності 
компонентного складу. Екстракт L – це фільтрат отри-
маного багаторазовим термоциклюванням дезін-
теграту. Дезінтеграція призводила до вивільнення з 
клітин, що піддавалися впливу холодового, осмотич-
ного стресу та механічному руйнуванню кристалами 
льоду, структурних компонентів і продуктів перебу-
дованого за шоковим типом метаболітів. Екстракт ML 
містив переважно метаболіти клітин, що культивува-
лися у власних дезінтегратах. Можливі механізми 
антиоксидантної активності зазначених екстрактів 
– здатність хелатувати іони Fe2+. Чинники, відпові-
дальні за хелатування пробіотиками іонів металів, 
недостатньо вивчені, але виявлено, що фізіологічні 
хелатори можуть бути присутніми у екстрактах з про-
біотичних бактерій [4]. Здатність пригнічувати про-
цеси ПОЛ може бути спричинена наявністю у складі 
БКЕ антиоксидантних метаболітів, наприклад, лакта-
ту. Groussard зі співавторами в експериментах in vitro 
показали, що лактат-іон здатен поглинати O2

−·і·OH 
радикали та пригнічувати процеси ПОЛ у культурі 
гепатоцитів [12]. АОА екстракту L виявилася значно 
вищою, ніж екстракту ML, який містить удвічі вищу 
концентрацію молочної кислоти [13]. Отже, внесок 
лактату в АОА екстрактів не є визначальним. 

Секвенування геному L. reuteri ATCC 55730 (мате-
ринського штаму) виявило у його складі гени, що від-
повідають за синтез глутатіону, фолату і ферментів, 
здатних протидіяти АФК: метионінсульфоксидредук-
тази, пероксиредоксину, пероксидази, тіолперокси-
дази та глутатіондисульфідредуктази а також відсут-
ність генів, що кодують КАТ і супероксиддисмутазу 
[14,15]. Тому відсутність КАТ-активності дослідних 
БКЕ L. reuteri була очікуваною. БКЕ та метабіотик HF 
за вмісту в реакційному середовищі до 200 мкл/мл 
не виявляли ГП-активності. В нашому дослідженні 
також не виявлено КАТ-активності БКЕ та метабіо-
тика HF за вмісту в реакційному середовищі до 200 
мкл/мл.

Екстракт MLG показав найвищу АОА серед усіх 
досліджених БКЕ. Він був отриманий з культури L. 
reuteri, що культивувалася у дезінтеграті з дода-
ванням гліцерину і глюкози. Відомо, що L. reuteri в 
результаті ферментації гліцерину за участю фер-
менту кобаламін-залежної гліцерол-дегідратази в 
анаеробних умовах продукує реутерин, який володіє 
широким спектром протимікробної активності [16]. 
Реутерин є проміжним продуктом перетворення глі-
церину в 1,3-пропандіол і являє собою складну дина-
мічну трикомпонентну систему з 3-гідроксипропіо-
нальдегіду-мономеру, його гідратованої та циклічної 
димерної форми. Може піддаватися зворотній де-
гідратації з утворенням акролеїну або в результаті 
альдегідної дисмутації за участі гліцерол-оксидоре-
дуктази перетворюватися на 1,3-пропандіол [17]. 
Очевидно, із вмістом зазначених речовин пов’язана 
значна АОА екстракту MLG. 

Біфідобактерії є облігатними анаеробами, у яких 
низька або відсутня активність ферментів антиокси-
дантного захисту – КАТ та супероксиддисмутази (за 
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винятком B. adolescentis). Для захисту від O2 біфідо-
бактерії використовують НАДН оксидазу та НАДН пе-
роксидазу. У біфідобактерій також не виявлено гену 
ГП та шляхів синтезу глутатіону [18]. Отримані нами 
результати узгоджуються з даними літератури: БКЕ B. 
bifidum за вмісту в реакційному середовищі до 200 
мкл/мл не виявили ГП- та КАТ-активності. За даними 
літератури, штами B. bifidum продукують у великій 
кількості неферментативні антиоксиданти – фола-
ти [19]. Дослідження вмісту фолатів у БКЕ B. bifidum 
та L. reuteri нами не проводилося. Низька АОА БКЕ 
або її відсутність in vitro не виключає наявності у них 
непрямої АОА, яка полягає в залученні механізмів 
впливу на прооксидантно-антиоксидантний баланс 
in vivo.

Висновки. АОА екстрактів з дезінтеграту (L) та 
культури L. reuteri, що культивувалася у власному де-
зінтеграті з додаванням гліцерину і глюкози (MLG), 
відповідає рівню АОА відомого антиоксиданта 
α-токоферолу та метабіотика HF. Екстракти з дезін-
теграту B. bifidum (B) та культур B. bifidum (MB) і L. 
reuteri (ML), що культивувалися у власних дезінтегра-
тах, володіють низькою або незначною АОА. За умов 
експерименту жоден з екстрактів та метабіотик HF не 
виявили КАТ- та ГП-активності.

Перспективи подальших досліджень. З метою 
з’ясування механізмів біологічної активності та об-
ґрунтування доцільності терапевтичного застосуван-
ня БКЕ L. reuteri та B. bifidum планується подальше 
вивчення їх антиоксидантних властивостей за здат-
ністю поглинати NO- та пероксинітритний радикали. 
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АНТИОКСИДАНТНІ ВЛАСТИВОСТІ БЕЗКЛІТИННИХ ЕКСТРАКТІВ BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM ТА 
LACTOBACILLUS REUTERI IN VITRO

Книш О. В., Нікітченко Ю. В.
Резюме. Досліджено здатність безклітинних екстрактів (БКЕ) з бактерій пробіотичних штамів Lactobacillus 

reuteri і Bifidobacterium bifidum впливати на індуковане іонами заліза перекисне окислення ліпідів (ПОЛ) 
в модельній системі з жовтковими ліпопротеїдами. Встановлено, що БКЕ з дезінтеграту (L) та культури 
лактобактерій, що культивувалася у власному дезінтеграті з додаванням 73,7 г/л гліцерину та 72,1 г/л глю-
кози (MLG), володіють значною антиокислювальною активністю (АОА). 50 % пригнічення ними інтенсивності 
процесів ПОЛ спостерігалося за вмісту у реакційному середовищі 1,4 мг/мл (L) та 2,4 мг/мл (MLG). АОА 
екстрактів L та MLG була на рівні АОА відомого антиоксиданта α-токоферолу та метабіотика Hylak® Forte (HF). 
Решта БКЕ: з дезінтеграту біфідобактерій (B), культур лактобактерій (ML) та біфідобактерій (MB), що куль-
тивувалися у дезінтегратах власних клітин, показали низьку або незначну здатність впливати на процеси 
ПОЛ в модельній системі. За умов експерименту жоден з БКЕ та метабіотик HF не виявили каталазної та 
глутатіонпероксидазної активності.
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Ключові слова: пробіотики, безклітинні екстракти (БКЕ), індуковане перекисне окислення ліпідів (ПОЛ), 
антиоксидантна активність (АОА).

АНТИОКСИДАНТНЫЕ СВОЙСТВА БЕСКЛЕТОЧНЫХ ЭКСТРАКТОВ BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM И 
LACTOBACILLUS REUTERI IN VITRO

Кныш О. В., Никитченко Ю. В.
Резюме. Исследована способность бесклеточных экстрактов (БКЭ) из бактерий пробиотических штаммов 

Lactobacillus reuteri и Bifidobacterium bifidum влиять на индуцированное ионами железа перекисное окисле-
ние липидов (ПОЛ) в модельной системе с желточными липопротеидами. Установлено, что БКЭ из дезин-
теграта (L) и культуры лактобактерий, которая культивировалась в собственном дезинтеграте с добавлени-
ем 73,7 г/л глицерина и 72,1 г/л глюкозы (MLG), обладают значительной антиокислительной активностью 
(АОА). 50 % ингибирование ими интенсивности процессов ПОЛ наблюдалось при содержании в реакционной 
среде 1,4 мг/мл (L) и 2,4 мг/мл (MLG). АОА экстрактов L и MLG была на уровне АОА известного антиоксиданта 
α-токоферола и метабиотика Hylak® Forte (HF). Остальные БКЭ: из дезинтеграта бифидобактерий (B), куль-
тур лактобактерий (ML) и бифидобактерий (MB), которые культивировались в дезинтегратах собственных 
клеток, показали низкую или незначительную способность влиять на процессы ПОЛ в модельной системе. В 
условиях эксперимента ни один из БКЭ и метабиотик HF не проявили каталазной и глутатионпероксидазной 
активности.

Ключевые слова: пробиотики, бесклеточные экстракты (БКЭ), индуцированное перекисное окисление 
липидов (ПОЛ), антиоксидантная активность (АОА).

ANTIOXIDANT PROPERTIES OF BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM AND LACTOBACILLUS REUTERI CELL-FREE 
EXTRACTS IN VITRO

Knysh O. V., Nikitchenko Yu. V.
Abstract. Some probiotic bacteria possess antioxidant activity (AOA). This is due to their ability to chelate 

metal ions, produce their own antioxidant enzymes and metabolites, enhance AOA and increase the level of 
antioxidant metabolites in the host, regulate signaling pathways, suppress the activity of enzymes responsible for 
the production of reactive oxygen species and regulate the composition and activity of the intestinal microbiota. 
However, the realization of the beneficial effects of probiotics requires colonization of mucous membranes by them 
and engraftment in the gastrointestinal tract. Low levels of engraftment and insufficient safety of cellular probiotics 
require the use of alternative approaches to probiotic therapy. One is the use of biotechnological products based 
on biologically active derivatives of probiotics. Our method of obtaining cell-free extracts (CFEs) from probiotic 
bacteria allows obtaining in the final product a mixture of structural components and metabolites of probiotics 
without impurities of a nutrient medium. Their biological properties need careful study. In our previous studies 
Bifidobacterium bifidum and Lactobacillus reuteri CFEs showed antiradical activity with respect to the most reactive 
hydroxyl radical which exceeded the same activity of the metabiotic Hylak® Forte. 

The aim of the study was to investigate the antioxidant, glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) activity 
of CFEs obtained from disintegrates and cultures of B. bifidum and L. reuteri cultured in their own disintegrates with 
or without supplementation.

Methods. CFEs were obtained by disintegration of L. reuteri and B. bifidum probiotic strains (L and B extracts) 
or by cultivation of these strains in their own disintegrates without supplementation (ML and MB extracts) and 
supplemented with 73,7 g/l glycerol and 72,1 g/l glucose (MLG extract). Metabiotic Hylak® Forte (HF, Ratiopharm, 
Germany) and the well-known antioxidant α-tocopherol (ICN, USA) were selected as the comparative preparations. 
The AOA of CFEs, metabiotic HF and α-tocopherol in the model system with yolk lipoproteins as well as CAT- and 
GPx-activity of CFEs and metabiotic HF were investigated by spectrophotometric method using double beam 
spectrophotometer «Specord UV VIS» (Jena, Germany). 

Results. It was found out that CFEs from disintegrate (L) and culture of lactobacilli (MLG), cultivated in its own 
disintegrate supplemented with glycerol (73.7 g/l) and glucose (72.1 g/l) have significant AOA. They provided 50% 
inhibition of the induced lipid peroxidation (LP) intensity at a concentration of 1.4 mg/ml (L) and 2.4 mg/ml (MLG) 
in the reaction medium. α-Tocopherol and metabiotic HF reduced the induced LP intensity in the model system by 
50% when contained in the reaction medium 8 mg/ml and 7.4 mg/ml, respectively. Extract B at a concentration of 
17 %vol. (1.6 mg/ml) in the reaction medium provided a decrease of the induced LP intensity by only 16.2 ± 8 %. 
The induced LP intensity in the model system at content of MB extract 17 %vol. (1.5 mg/ml) did not significantly 
differ from the corresponding indicator in the control sample (without CFEs). Neither the CAT- nor GPx-activity of the 
studied CFEs and the metabiotic HF were detected at their content in the reaction medium up to 200 μl/ml.

Conclusion. The AOA of the CFEs from the L. reuteri disintegrate (L) and culture, cultivated in its own disintegrate 
supplemented with glycerol and glucose (MLG), corresponded to the level of AOA of the well-known antioxidant 
α-tocopherol and the metabiotic HF. Extracts from B. bifidum disintegrate (B) and cultures of B. bifidum and L. 
reuteri cultivated in their own disintegrates (MB and ML, respectively) had low or insignificant AOA. Under the 
experimental conditions none of the CFEs and metabiotic HF showed CAT- and GPx-activity.

Key words: probiotics, cell-free extracts (CFEs), induced lipid peroxidation (LP), antioxidant activity (AOA).
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