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ПОЖИВНЕ СЕРЕДОВИЩЕ ДЛЯ ПІДРАХУНКУ  

КІЛЬКОСТІ ЖИТТЄЗДАТНИХ КЛІТИН БІФІДОБАКТЕРІЙ У ПРОДУКТАХ 
ХАРЧУВАННЯ ТА ПРЕПАРАТАХ ПРОБІОТИЧНОГО ПРИЗНАЧЕННЯ. 
В даній експериментальній роботі досліджено можливість використання 

соєво–лактозного напіврідкого середовища з різним вмістом соєвої сироватки для 
підрахунку кількості життєздатних клітин біфідобактерій. За результатами 
досліджень були відібрані зразки лактозного середовища з додаванням від 3 – 5 % 
соєвої сироватки, які можна рекомендувати для контролю кількості клітин 
біфідобактерій відповідно у продуктах та біологічно–активних препаратах 
пробіотичного призначення, що використовуються в медицині для корекції та 
профілактики дисбактеріозів. 

Ключові слова: Bifidobacterium, культивування, кількісний підрахунок, поживне 
середовище, соєва сироватка. 
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ПИТАТЕЛЬНАЯ СРЕДА ДЛЯ ПОДСЧЕТА КОЛИЧЕСТВА 
ЖИЗНЕСПОСОБНЫХ КЛЕТОК БИФИДОБАКТЕРИЙ В ПРОДУКТАХ 

ПИТАНИЯ И ПРЕПАРАТАХ ПРОБИОТИЧЕСКОГО НАЗНАЧЕНИЯ 
В данной экспериментальной работе исследована возможность использования 

соево–лактозной полужидкой среды с различным содержанием соевой сыворотки для 
подсчета количества жизнеспособных клеток бифидобактерий. По результатам 
исследований были отобраны образцы лактозной среды с добавлением от 3 – 5 % 
соевой сыворотки, которые можно рекомендовать использовать как для контроля 
количества жизнеспособных бифидобактерий в продуктах питания, так для контроля 
биологически активных препаратов, используемых в медицине для коррекции и 
профилактики дисбактериозов. 
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THE NUTRIENT MEDIUM FOR COUNTING THE NUMBER OF VIABLE CELLS 
OF BIFIDOBACTERIA IN FOOD PRODUCTS AND PROBIOTIC DRUG USE 

In this experimental work we explored the possibility of using soybean–lactase semi 
liquid medium with different contents of soybean whey  to count the number viable cells of 
bifidobacteria. According to the research, we were selected samples lactose medium with the 
addition of 3 – 5 %. It was recommended to use for control the amount for viable 
bifidobacteria in food  and for control the biologically active supplements used in medicine 
for the prevention and correction of dysbacteriosis. 

Key words: Bifidobacterium, cultivation, quantitative count, nutrient medium, soy 
whey. 

 
Вступ. Майже у 90 % населення України відзначені порушення кількісного та 

якісного складу шлунково–кишкової мікрофлори, що позначаються термінами 
«дисбактеріоз» або «дисбіоз» [1]. 

Дисбактеріозами страждають пацієнти практично всіх стаціонарів і 
амбулаторних служб, жителі екологічно несприятливих регіонів, порушення 
нормальної мікрофлори яких формуються в результаті впливу на організм фізичних, 
хімічних, радіаційних та інших факторів [2]. 

Для відновлення порушеної мікрофлори людини використовують різноманітні 
прийоми, перш за все, введення у великих кількостях антагоністичних штамів бактерій 
– представників нормальної мікрофлори у складі пробіотичних препаратів або 
функціональних продуктів. Найменшими побічними ефектами при їх тривалому 
застосуванні володіють пробіотики, до складу яких входять біфідобактерії. 
Біфідобактерії є ефективним біокоректором, що володіє багатофакторним регулюючим 
і стимулюючим впливом на організм [3]. 

Відомо, що максимальний позитивний ефект на організм людини виявляють 
препарати і продукти харчування, що містять живі біфідобактерії у кількості від 
108 КУО/см3 і більше. Саме кількісний вміст життєздатних біфідобактерій є основним 
показником якості препаратів і продуктів харчування пробіотичного призначення [4]. 

Існують методи мікробіологічного контролю продуктів лікувально–
профілактичного призначення за кількістю життєздатних клітин біфідобактерій, які 
засновані на посіві досліджуваного матеріалу методом послідовних десятикратних 
розведень в ряд пробірок зі спеціальним поживним середовищем. При цьому 
використовують кукурудзяно–лактозне середовище (КЛС), тіогліколєве середовище 
[5]. 

Вимоги до безпеки пробіотичних препаратів і продуктів диктує необхідність 
розробки нових, ефективних, недорогих виробничих поживних середовищ для 
кількісного підрахунку біфідобактерій. Проблеми розширення асортименту 
пробіотичних продуктів пов’язані з великою конкуренцією в умовах інтенсивного 
розвитку сегменту функціональних продуктів харчування. Це питання можливо 
вирішити завдяки урахування появи нових потреб і необхідності їх задоволення, при 
цьому важливе зниження собівартості та збільшення доступності продукції.  

За результатами попередніх результатів дослідження, було запропоновано 
замінити кукурудзяний екстракт соєвою сироваткою, через те, що вона багата 
біфідогенними фактороми, окрім того є джерелом харчових волокон та ізофлавінів, 
тому сама по собі є стимулятором росту біфідобактерій [6]. 



Науковий вісник ЛНУВМБТ імені С.З. Ґжицького                 Том 18 № 1 (65) Частина 4 2016 

 72

Завдяки заміні початкової сировини кукурудзяно–лактозного середовища (КСЛ) 
– кукурудзяного екстракту на соєву сироватку – зменшувались витрати на 
приготування поживного середовища, та збільшувалась біомаса культивованих 
мікроорганізмів, що значно впливало на собівартість продукту та мало екомічний 
ефект. Попередні показники даних по накопиченню біомаси біфідобактерій на 
середовищі із додавання соєвої сироватки, що опубліковані у попередній статті, були 
вищими, ніж на середовищі КСЛ, тому з ціллю збільшення економічного ефекту 
продукту, запропоновано дослідити можливість використання соєво–лактозного 
середовища не тільки для накопичення врожаю біфідобактерій, а й для їх кількісного 
підрахунку у препаратах та продуктах харчування. 

Метою роботи було удосконалення складу поживного середовища для 
кількісного підрахунку життєздатних клітин біфідобактерій у продуктах харчування та 
біологічно–активних препаратах пробіотичного призначення. 

Об’єкти дослідження. У роботі використовували музейні культури 
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium adоlescentis, які є 
найбільш поширеними пробіотичними мікроорганізмами, що використовують в 
промисловому масштабі. З метою оцінки кількості біфідобактерій у препаратах та 
продуктах харчування використовували класичне напіврідке поживне середовище 
(кукурудзяно–лактозне середовище) та напіврідке лактозне середовище з додаванням 
різної масової частки соєвої сироватки. 

Матеріалі та методи.  
Відомий метод визначення кількості біфідобактерій ґрунтується на приготуванні 

послідовних десятикратних розведень зразків, які досліджуються, та на приготуванні 
напіврідкого поживного середовища для визначення кількості життєздатних бактерій 
роду Bifidobacterium. Для того, щоб підрахувати характерні колонії у складі 
експериментального лактозного середовища з різною кількістю соєвої сироватки 
збільшували кількість агар–агару від 2,5 г до 17 г на 1 літр поживного середовища. 

Готували добові культури другого пасажу B. bifidum, B. longum, B. adоlescentis, 
які культивували на рідкому соєво–лактозному середовищі з додаванням 3% соєвої 
сироватки. Термостатування проводили при температурі (37±1) ºС протягом 24 годин 
відбувалося накопичення клітин у титрі не менше ніж 1·109 КУО/см3. 

Приготоване напіврідке поживне середовище з додаванням соєвої сироватки від 
1 – 6% із значенням активної кислотності рН=6,8–7,0 ед. рН стерильно розливали по 
9 см3 в два ряди пробірок.  

З першого розведення культур B. bifidum, B. longum, B. аdlescentis. готували 
послідовні десятикратні розведення до 10–го розведення з таким розрахунком, щоб 
останній з них не містив біфідобактерій. Із зроблених розведень культур, що 
досліджувались, здійснювали висів 1см3 в два паралельні ряди пробірок із 
свіжоприготованним напіврідким поживним середовищем з додаванням соєвої 
сироватки від 1 – 6  %. Культивування біфідобактерій проводили протягом 72 год при 
температурі (37±1) ºС. Кукурудзяно–лактозне середовище (КЛС) використовували у 
якості контролю. 

Облік результатів здійснювали за наявністю в останньому розведенні 
характерних колоній у вигляді комет. За кінцевий результат аналізу приймали середнє 
арифметичне значення, яке отримали у двох паралельних рядах (таб. 1).  

Додатково проводили мікроскопію ізольованих колоній з встановленням 
морфологічних ознак. 

На другому етапі досліджень соєво–лактозного середовища проводили 
визначення концентрації біфідобактерій в пробіотичному препараті використовували 
«Біфідумбактерин» у формі ліофілізату з різним строком придатності. Дослідження 
проводили у вересні місяці поточного року. Отримано результати кількість 
життєздатних клітин біфідобактерій, які виражали у колониєутворюючих одиницях в 
1см3 (КУО/см3) та титрованої кислотності – у градусах Тернера (ºТ) на соєво–
лактозному й кукурудзяно–лактозному поживних середовищах (таб. 2). 
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Активність кислоутворення культур біфідобактерій визначали титрометричним 
методом в контрольному і експериментальних середовищах. Титровану кислотність 
вичислили по формулі: 

°Т = А · К · 10, де 
А — кількість мілілітрів 0,1 М, яку використовували для титрування 10 см3 

культуральної рідини; 
К — поправка до титру 0,1 М розчину натрія гідроксида; 
°Т — умовна величина, яка виражена в градусах Тернера. 
Результати. 
Після 72 годин культивування у напіврідкому поживному середовищі з 

додаванням 3 % соєвої сироватки дослідні культури біфідобактерій утворювали 
наступну кількість колонієутворюучих одиниць: B. bifidum – 5·109 КУО/см3, 
B. adolescentis – 6·109 КУО/см3, B. longum – 1·1010 КУО/см3, що максимально 
наближувалися до значень у контрольному зразку: B. bifidum – 4·109 КУОЕ/см3, 
B. аdolescentis – 5·109 КУО/см3, B. longum – 9·109 КУО/см3. З підвищенням масової 
частки соєвої сироватки від 4% до 5 % кількість життєздатних клітин збільшувалася 
відповідно: B. bifidum – 6·109 КУО/см3 і 7·109 КУО/см3, B. аdolescentis – 7·109 КУО/см3 і 
8·109 КУО/см3, B. longum – 3·1010 КУО/см3 і 4·1011 КУО/см3. Колонієутворюючі одиниці 
мали вигляд комет або зерен з утворенням верхньої стерильної зони, що характерно для 
бактерій роду Bifidobacterium (табл. 1). 

В останньому зразку експериментального середовища (6 % соєвої сироватки) 
вже за першу добу культивування показники кількості колонієутворюючих одиниць 
усіх штамів роду Bifidobacterium перевищували показники інших зразків 
запропонованих середовищ: B. bifidum – 5·1010 КУО/см3, B. adolescentis – 
9·109 КУО/см3, B. longum – 5·1010 КУО/см3.  

Таблица 1 
Вплив масової частки соєвої сироватки на ріст і розвиток бактерій роду 

Bifidobacterium у напіврідкому лактозному середовищі. 
Назва 
штаму 

Масова частка соєвої 
сироватки, % 

Час культивування, год
24год 48год 72год 

B
. b

if
id

um
 Показники росту мікроорганізмів, КУО/см3 

1% 3·105 5·106 7·107 
2% 5·105 8·107 2·108 
3% 6·106 8·108 5·109 
4% 4·107 9·109 6·109 
5% 1·108 8·109 7·109 

6% 6·109 1·1010 2·1010 

Контроль (КСЛ) 2·106 6·108 4·109 

B
. a

do
le

sc
en

ti
s Показники росту мікроорганізмів, КУО/см3

1% 4·105 6·106 8·107 
2% 7·105 6·107 4·108 
3% 6·106 8·108 6·109 
4% 1·107 3·109 7·109 
5% 3·108 7·109 8·109 

6% 5·108 8·109 9·109 

Контроль (КСЛ) 4·106 4·108 5·109 

B
. l

on
gu

m
 

Показники росту мікроорганізмів, КУО/см3

1% 5·105 7·106 6·107 
2% 9·105 8·107 6·108 
3% 8·106 7·108 1·1010 
4% 6·108 8·109 3·1010 
5% 8·109 2·1010 4·1010 

6% 6·109 3·1010 5·1010 

Контроль (КСЛ) 6·106 6·108 9·109 
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При подальшому культивуванні кількість клітин біфідобактерій збільшувалася, 
але не значно відрізнялася від показників в зразках середовища з додаванням 5 % 
соєвої сироватки, а вже на третю добу культивування – була нижчою. Крім того на 
другу і третю добу культивування показники залишалися незмінними, отже це можна 
пояснити, що бактерії вичерпали поживні речовини середовища протягом першої доби 
культивування, і надалі не були здатні активно розвиватися і накопичувати біомасу, 
тобто знаходилися в стаціонарній фаза та переходили до фази відмирання.  

Колонії мали вигляд довгих тяжів або комет. При анаеробних умовах (заливали 
маслом поверхню напіврідкого середовища) ріст був рівномірним по всьому об’єму 
пробірки, у випадку відсутності маслянистої плівки, яка утворювала б анаеробні умови, 
колонії біфідобактерій знаходились ближче до дна пробірки. 

В мазках культивованих мікроорганізмів, що виросли на запропонованих зразках 
напіврідких середовищ, усі препарати при мікроскопії мали типову для  біфідобактерій 
морфологію паличок і розташовувалися у вигляді пучків, а також у вигляді окремих 
особин, при фарбуванні за методом Грама – фарбувалися як грампозитивні. Сторонні 
мікроорганізми не виявлялися. 

При визначенні концентрації біфідобактерій в пробіотичному препараті 
«Біфідумбактерин» у формі ліофілізату з різним строком придатності було виявлено, 
що всі експериментальні зразки напіврідкого поживного соєво–лактозного середовища 
незначною мірою відрізнялися від контролю, проте мали більш високі показники 
колонієутворюючих одиниць та титрованої кислотність (таб. 2). 

Таблица 2 
Визначення показників росту біфідобактерій та титрованої кислотності 

«Біфідумбактерину» на різних поживних середовищах 
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«Біфідумбактерин» 
Придатний до 01.16 

3 4·109 60 
3·109 58 4 5·109 62 

5 6·109 63 

«Біфідумбактерин» 
Придатний до 10.15 

3 2·109 55 
2·109 53 4 3·109 56 

5 4·109 56 
Титрована кислотність має важливе значення для пробіотичного ефекту та вказує 

на здатність до метаболізму культивованих організмів. Титрована кислотність 
середовища у всіх зразках з додаванням соєвої сироватки була вищою, ніж у 
контрольному зразку з КСЛ, про що свідчить якість середовища. Проте 
прослідковувалось зниження кислотності та зменшення кількості клітин у препараті, у 
якому строк зберігання до жовтня 2015 року, що можно пов’язати із зниженням якості 
препарату через те, що він добігав до строку придатності. 

Висновки. В результаті узагальнення даних експерименту була встановлена 
можливість використовувати 3 –5 % соєвої сироватки у лактозному середовищі для 
контролю кількості життєздатних біфідобактерій у продуктах харчування та 
біологічно–активних препаратів, що використовуються в медицині для корекції та 
профілактики дисбактеріозів. 

Результати мікробіологічних дослідження показали, що при культивуванні 
біфідобактерій на запропонованому напіврідкому лактозному середовищі з додаванням 
соєвої сироватки морфологічні та культуральні властивості біфідобактерій всіх культур 
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відповідали видам Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium 
adolescentis. 

Можна рекомендувати напіврідке поживне середовище з додаванням 3% соевої 
сироватки для контролю кількості клітин біфідобактері у функціональних продуктах 
харчування, а з 4 5 % соєвої сироватки  для контролю біологічно–активних препаратах 
про біотичного призначення. 
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ПІДВИЩЕННЯ ЯКОСТІ РОСЛИННИХ ОЛІЙ ПРИ ЕКСТРАГУВАННІ 

ЕТИЛОВИМ СПИРТОМ З ІНТЕНСИФІКАЦІЄЮ НАДВИСОКОЧАСТОТНОЮ 
ЕНЕРГІЄЮ 

В рослинних оліях є необхідні для життєдіяльності людини кислоти лінолева 
сімейства ω–6 та ліноленова сімейства ω–3, які не синтезуються в організмі людини. 
Важливим фактором харчової цінності рослинних олій є кількість та співвідношення 
цих кислот. Як свідчать дослідження в галузі медицини на Україні співвідношення та 
кількість даних елементів в 3 рази менше необхідної норми для повноцінного 
харчування. Перш за все, це пов’язано із обмеженістю асортименту олій в 
повсякденному раціоні та обмеженістю купажованих олій. Соняшникова олія, що 
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