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Èçó÷åíà ñîõðàííîñòü áàêòåðèé E. coli M-17 ïîñëå èììîáèëèçàöèè â ïîëèñàõàðèäíûõ
ãåëÿõ è õðàíåíèÿ ïðè òåìïåðàòóðàõ 4, –20, –80 è –196 °Ñ â òå÷åíèå 1 ñóòîê è 1 ìåñÿöà.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èììîáèëèçàöèÿ â ãåëÿõ àëüãèíàòà
è êàððàãèíàíà è ïîñëåäóþùåå íèçêîòåìïåðàòóðíîå êîíñåðâèðîâàíèå (–80 è –196 °Ñ)
îáåñïå÷èâàþò äîñòàòî÷íî âûñîêóþ ñîõðàííîñòü æèçíåñïîñîáíîñòè è àäãåçèâíûõ
ñâîéñòâ êëåòîê ïðîáèîòè÷åñêîãî øòàììà E. coli Ì-17.
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Ðÿä ôàêòîðîâ ïðîèçâîäñòâåííîé ñôåðû,
îêàçûâàÿ ïðÿìîå èëè îïîñðåäîâàííîå âîçäåé-
ñòâèå íà îðãàíèçì ðàáîòàþùèõ, ìîæåò âû-
çâàòü íàðóøåíèÿ ñîñòàâà è ôóíêöèé ìèêðî-
áèîòû ÷åëîâåêà â âèäå äèñáèîçà èëè äèñáàê-
òåðèàëüíûõ ðåàêöèé. Ïîä äèñáàêòåðèàëüíû-
ìè ðåàêöèÿìè ïîíèìàþò êðàòêîâðåìåííûå
èçìåíåíèÿ â ñîñòàâå êèøå÷íîé ìèêðîôëîðû,
èñ÷åçàþùèå ïîñëå óñòðàíåíèÿ íåáëàãîïðè-
ÿòíîãî ôàêòîðà, èõ âûçâàâøåãî. Äèñáèîçîì
(äèñáàêòåðèîçîì) ÿâëÿåòñÿ êëèíèêî-ëàáîðà-
òîðíûé ñèíäðîì, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ ñòîé-
êèìè è äëèòåëüíûìè èçìåíåíèÿìè êîëè÷å-
ñòâåííîãî è êà÷åñòâåííîãî ñîñòàâà ìèêðî-
áèîòû ñ ïîñëåäóþùèì ðàçâèòèåì ìåòàáîëè-
÷åñêèõ è èììóíîëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé [1, 2].
Äèñáàêòåðèàëüíûå ðåàêöèè è äèñáèîç ìîãóò
áûòü âûçâàíû òàêèìè ïðîôåññèîíàëüíûìè
ôàêòîðàìè, êàê íåîðãàíè÷åñêèå è îðãàíè÷åñ-
êèå ñîåäèíåíèÿ, ïîëèìåðû, àíòèáèîòèêè, èí-
ñåêòîôóíãèöèäû, ëó÷èñòàÿ ýíåðãèÿ, ýëåêòðî-
ìàãíèòíûå âîëíû, âûñîêèå òåìïåðàòóðû
è äð. [2–5].

Â êîìïëåêñíîé òåðàïèè äèñáèîçîâ øèðîêî
èñïîëüçóþò ïðîáèîòè÷åñêèå ïðåïàðàòû – ïðî-
áèîòèêè, ïðåáèîòèêè, ñèíáèîòèêè [1, 2]. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿþò
ðàçðàáîòêå ïðîáèîòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ÷åò-
âåðòîãî ïîêîëåíèÿ – èììîáèëèçîâàííûõ ôîðì

ïðîáèîòèêîâ [6]. Â îñíîâíîì ðàçðàáàòûâàþò
ïðåïàðàòû, èììîáèëèçîâàííûå èëè íà òâåð-
äûõ íîñèòåëÿõ, êàê ïðàâèëî, íà ñîðáåíòàõ, èëè
â ðàçëè÷íûõ ãåëÿõ [7, 8]. Îñòàåòñÿ ìàëîèçó-
÷åííûì âîïðîñ ðàçðàáîòêè òåõíîëîãèé äëè-
òåëüíîãî õðàíåíèÿ èììîáèëèçîâàííûõ ïðåïà-
ðàòîâ ïðîáèîòèêîâ. Â ÈÏÊèÊ ÍÀÍ Óêðàèíû
ïðîâîäÿò èññëåäîâàíèÿ ïî ðàçðàáîòêå ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ ïðîáèîòèêîâ, èììî-
áèëèçîâàííûõ íà ýíòåðîñîðáåíòàõ è â ïîëè-
ñàõàðèäíûõ ãåëÿõ, è òåõíîëîãèé èõ õðàíåíèÿ
ïðè íèçêèõ òåìïåðàòóðàõ.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå âëèÿíèÿ
óñëîâèé êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ íà ñîõðàííîñòü
ïðîáèîòè÷åñêîãî øòàììà Escherichia coli
M-17 (E. coli Ì-17), èììîáèëèçîâàííîãî â
ãåëÿõ àëüãèíàòà íàòðèÿ è êàððàãèíàíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû. Øòàìì E. coli Ì-17
áûë âûñåÿí èç ïðåïàðàòà «Êîëèáàêòåðèí», ïðî-
èçâåäåííîãî ÎÀÎ «Áèîìåä» èì. È.È. Ìå÷íè-
êîâà (Ìîñêîâñêàÿ îáë., Êðàñíîãîðñêèé ð-í,
ñ. Ïåòðîâî-Äàëüíåå).

Áàêòåðèè âûðàùèâàëè íà ñêîøåííîì êðè-
ëåâîì ïèòàòåëüíîì àãàðå ïðè òåìïåðàòóðå
37 °Ñ íà ïðîòÿæåíèè 24 ÷àñîâ. Çàòåì êëåòêè
ñìûâàëè ñ àãàðà æèäêîé ñðåäîé Ì9 [9] â êî-
ëè÷åñòâå 5 ìë. Ê ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè êëå-
òîê â ñðåäå Ì9 äîáàâëÿëè â ñîîòíîøåíèè 1:1
(v/v) ñëåäóþùèå ãåëè: 2 % àëüãèíàò íàòðèÿ,
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2 % êàððàãèíàí, 10 % æåëàòèí, 1 % àãàð-àãàð
è 2 % êðàõìàë.

Èììîáèëèçàöèþ êëåòîê îñóùåñòâëÿëè
ïóòåì èõ âêëþ÷åíèÿ â ãðàíóëû àëüãèíàòà è
êàððàãèíàíà [10].

Æèçíåñïîñîáíîñòü E. coli Ì-17 èçó÷àëè
«÷àøå÷íûì ìåòîäîì» Êîõà. Ïðè ýòîì ãðà-
íóëû àëüãèíàòà ïðåäâàðèòåëüíî ðàñòâîðÿëè
â 4 % ðàñòâîðå ýòèëåíäèàìèíòåòðààöåòàòà
(ÝÄÒÀ), à ãðàíóëû êàððàãèíàíà – â ôèçèîëî-
ãè÷åñêîì ðàñòâîðå.

Êîíòðîëåì ñëóæèëè ñóñïåíçèè êëåòîê â
ñîîòâåòñòâóþùèõ ñðåäàõ, íå ïîäâåðãàâøèå-
ñÿ çàìîðàæèâàíèþ.

Ïîëó÷åííûå îáðàçöû çàìîðàæèâàëè â
êðèîïðîáèðêàõ ôèðìû «Nunc» (ÑØÀ) îáúå-
ìîì 1,8 ìë. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ðàçëè÷-
íûõ ñêîðîñòåé îõëàæäåíèÿ íà æèçíåñïîñîá-
íîñòü êëåòîê â ðàçëè÷íûõ ãåëÿõ èñïîëüçîâà-
ëè òðè ðåæèìà îõëàæäåíèÿ: ñî ñêîðîñòüþ
1 °Ñ/ìèí äî –40 °Ñ ñ ïîñëåäóþùèì ïîãðó-
æåíèåì â æèäêèé àçîò; ñî ñêîðîñòüþ 20 °Ñ/
ìèí äî –40 °Ñ ñ ïîñëåäóþùèì ïîãðóæåíèåì
â æèäêèé àçîò; îõëàæäåíèå äî –196 °Ñ íåêîí-
òðîëèðóåìîé ñêîðîñòüþ ïóòåì ïîãðóæåíèÿ â
æèäêèé àçîò. Îòòàèâàíèå îáðàçöîâ ïðîâîäè-
ëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè òåìïåðàòóðå 30 °Ñ.

Âëèÿíèå òåìïåðàòóðû õðàíåíèÿ íà æèç-
íåñïîñîáíîñòü ñâîáîäíûõ è èììîáèëèçîâàí-
íûõ êëåòîê E. coli Ì-17 èññëåäîâàëè ïóòåì
âûäåðæèâàíèÿ îáðàçöîâ ïðè òåìïåðàòóðàõ 4,

–20, –80 è –196 Ñ â òå÷åíèå 1 ñóòîê è 1 ìåñÿ-
öà. Îáðàçöû, õðàíèâøèåñÿ ïðè –196 °Ñ, çà-
ìîðàæèâàëè ïóòåì ïðÿìîãî ïîãðóæåíèÿ â
æèäêèé àçîò. Îõëàæäåíèå äî òåìïåðàòóð –
20 è –80 °Ñ îñóùåñòâëÿëè ïóòåì ðàçìåùå-
íèÿ îáðàçöîâ íà ïîëêàõ õîëîäèëüíûõ êàìåð.

Àäãåçèþ áàêòåðèé E. coli Ì-17 ê ýíòå-
ðîöèòàì ìûøåé äî è ïîñëå êðèîêîíñåðâèðî-
âàíèÿ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì À.Í. Ìàÿíñêîãî
[11]. Âû÷èñëÿëè ñðåäíèé ïîêàçàòåëü àäãåçèè
(ÑÏÀ), ò. å. ñðåäíåå ÷èñëî êëåòîê, êîòîðûå
ïðèêðåïèëèñü ê îäíîìó ýíòåðîöèòó.

Ýíòåðîöèòû èç òîíêîãî îòäåëà êèøå÷íè-
êà áåëûõ ëàáîðàòîðíûõ ìûøåé âûäåëÿëè ïî
ìåòîäó J.H. Carter [12].

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ äàííûõ ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ t-êðè-
òåðèé Ñòüþäåíòà [13].

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå. Ðåçóëü-
òàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ
ðàçëè÷íûõ ðåæèìîâ çàìîðàæèâàíèÿ íà æèç-
íåñïîñîáíîñòü E. coli Ì-17 â ñðåäå Ì9 è â
ãåëÿõ àëüãèíàòà íàòðèÿ, êàððàãèíàíà, æåëà-
òèíà, àãàð-àãàðà è êðàõìàëà ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 1.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî íà æèçíåñïîñîáíîñòü
áàêòåðèé â ïðîöåññå çàìîðàæèâàíèÿ âëèÿþò
ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ è ñîñòàâ êîíñåðâèðóþ-
ùåé ñðåäû. Ìèíèìàëüíûå ïîêàçàòåëè æèç-
íåñïîñîáíîñòè áûëè â îáðàçöàõ, çàìîðîæåí-
íûõ ñî ñêîðîñòüþ 1 °Ñ/ìèí â ñðåäå Ì9 è â
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àãàðîçíîì ãåëå. Â îáðàçöàõ, çàìîðîæåííûõ ñ
ýòîé ñêîðîñòüþ â 1 % ãåëå êàððàãèíàíà, 5 %
ãåëå æåëàòèíà è 1 % ãåëå êðàõìàëà, êîëè÷å-
ñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê äîñòîâåðíî íå
îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëÿ. Ïîñëå çàìîðàæèâà-
íèÿ ñî ñêîðîñòüþ 20 °Ñ/ìèí â ñðåäå Ì9, 1 %
ãåëå àëüãèíàòà íàòðèÿ, 0,5 % ãåëå àãàðà êî-
ëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê òàêæå íå
îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëÿ. Ïîñëå áûñòðîãî çà-
ìîðàæèâàíèÿ êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê íå èçìåíÿëîñü âî âñåõ îáðàçöàõ.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ òåìïå-
ðàòóðû õðàíåíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëå-
òîê E. coli Ì-17, ñóñïåíäèðîâàííûõ â ñðåäå
Ì9, èììîáèëèçîâàííûõ â áëîêàõ (1,8 ìë) è
ãðàíóëàõ ãåëåé êàððàãèíàíà è àëüãèíàòà íà-
òðèÿ, ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Êàððàãèíàí è àëüãèíàò íàòðèÿ áûëè âû-áðà-
íû íàìè â êà÷åñòâå íîñèòåëåé êëåòîê â ñâÿçè ñ
òåì, ÷òî äàííûå ãåëè ïîëó÷èëè íàèáîëåå øè-
ðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå â ìåäèöèíå, ìèêðîáèî-
ëîãè÷åñêîé è ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè [14].

Ïîñëå îõëàæäåíèÿ îáðàçöîâ äî 4 °Ñ (1-å
ñóòêè õðàíåíèÿ) êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ
áàêòåðèé, ñóñïåíäèðîâàííûõ â ñðåäå Ì9, íå
èçìåíÿëîñü, à â ãåëåâûõ íîñèòåëÿõ ñíèæà-
ëîñü. Ïîñëå õðàíåíèÿ â òå÷åíèå 1 ìåñÿöà â
ñðåäå Ì9 æèçíåñïîñîáíîñòü áàêòåðèé òàê-
æå íå èçìåíÿëàñü, à â áëîêàõ è ãðàíóëàõ ãå-
ëåé àëüãèíàòà è êàððàãèíàíà áûëà íèæå, ÷åì
â ïåðâûå ñóòêè õðàíåíèÿ.

Â ïðîöåññå îõëàæäåíèÿ äî –20 °Ñ áàêòå-
ðèè â ñðåäå Ì9 íå ïîãèáàëè, íî ïðè ïîñëåäó-
þùåì õðàíåíèè ïðè ýòîé òåìïåðàòóðå â òå-
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Æèçíåñïîñîáíîñòü áàêòåðèé E. coli Ì-17 ïîñëå õðàíåíèÿ ïðè ðàçëè÷íûõ
òåìïåðàòóðàõ â òå÷åíèå 1 ìåñÿöà, ÷èñëî ÊÎÅ/ìë

Ïðèìå÷àíèå. Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïîêàçàòåëÿìè: * êîíòðîëÿ è õðàíèâøèõñÿ îáðàçöîâ; # îáðàçöîâ,
õðàíèâøèõñÿ 1 ñóòêè è 1 ìåñÿö.
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сем1 * 01·)70,0±60,1( 9*9 01·)80,0±49,0( 9* 01·)60,0±88,0( 7*9 01·)41,0±79,1( 9* 01·)70,0±28,0( 7*9

691– тус1 * 01·)51,0±86,1( 9 99 01·)71,0±91,2( 9* 01·)60,0±79,0( 7*9 01·)60,0±79,0( 7* 01·)80,0±23,1( 7*9

сем1 * 01·)31,0±65,1( 9 99 01·)21,0±58,1( 9* 01·)70,0±88,0( 7*9 01·)70,0±88,0( 7* 01·)90,0±11,1( 7*9

÷åíèå ìåñÿöà èõ æèçíåñïîñîáíîñòü ñíèçè-
ëàñü. Ïðè õðàíåíèè â ãåëÿõ àëüãèíàòà è êàð-
ðàãèíàíà áàêòåðèè ïîãèáàëè è íà ýòàïå
îõëàæäåíèÿ, è ïðè ïîñëåäóþùåì õðàíåíèè
ïðè –20 °Ñ.

Ïðè òåìïåðàòóðå –80 °Ñ áàêòåðèè âî âñåõ
îáðàçöàõ ïîãèáàëè òîëüêî íà ýòàïå îõëàæäå-
íèÿ. Ïðè ïîñëåäóþùåì õðàíåíèè èõ æèçíå-
ñïîñîáíîñòü íå èçìåíÿëàñü.

Ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ äî –196 °Ñ ïî óêà-
çàííîìó ðåæèìó â îáðàçöàõ áàêòåðèé, èììî-
áèëèçîâàííûõ â ãðàíóëàõ ãåëåé àëüãèíàòà è
êàððàãèíàíà, æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñíè-
æàëàñü, â îñòàëüíûõ ñëó÷àÿõ îñòàâàëàñü áåç
èçìåíåíèé. Õðàíåíèå ïðè –196 °Ñ â òå÷åíèå
ìåñÿöà äîïîëíèòåëüíîé ãèáåëè êëåòîê âî âñåõ
îáðàçöàõ íå âûçûâàëî.

Ïîñêîëüêó òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò áàê-
òåðèé-ïðîáèîòèêîâ çàâèñèò â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü îò êîëîíèçàöèîííûõ ñâîéñòâ, â äàëü-
íåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ îöåíèâàëè ñîõðàí-
íîñòü àäãåçèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê E. coli
Ì-17 ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ äî –196 °Ñ â
ñðåäå Ì9 è ãåëÿõ 1 % àëüãèíàòà è êàððàãè-
íàíà. Ó÷èòûâàÿ ïðåäñòàâëåííûå äàííûå,
îáðàçöû çàìîðàæèâàëè ïîãðóæåíèåì â æèä-
êèé àçîò. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îòîáðà-
æåíû íà ðèñ. 2, 3.

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÑÏÀ áàêòåðèé
áûë ìàêñèìàëüíûì ïðè ñóñïåíäèðîâàíèè
êëåòîê E. coli Ì-17 â ñðåäå Ì9 (ðèñ. 3).
ÑÏÀ áàêòåðèé ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ
âî âñåõ îáðàçöàõ áûë íèæå, ÷åì êîíò-
ðîëüíûé.
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à á

â ã

åä

Ðèñ. 2. Àäãåçèÿ êëåòîê E. coli Ì-17 ê ýíòåðîöèòàì äî çàìîðàæèâàíèÿ (à, â, ä)
è ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ-îòòàèâàíèÿ (á, ã, å); â ñðåäå Ì9 (à, á); â 1 % ãåëå àëüãèíàòà (â, ã);

â 1 % ãåëå êàððàãèíàíà (ä, å)
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Ðèñ. 3. Àäãåçèÿ áàêòåðèé E. coli Ì-17 ê èçîëèðîâàííûì ýíòåðîöèòàì ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ
äî –196 °Ñ â ðàçíûõ ñðåäàõ êîíñåðâèðîâàíèÿ

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî èììîáèëèçàöèÿ â ãåëÿõ àëüãè-
íàòà è êàððàãèíàíà è ïîñëåäóþùåå íèçêîòåì-
ïåðàòóðíîå êîíñåðâèðîâàíèå (–80 è –196 °Ñ)
îáåñïå÷èâàþò äîñòàòî÷íî âûñîêóþ ñîõðàí-
íîñòü æèçíåñïîñîáíîñòè è àäãåçèâíûõ
ñâîéñòâ êëåòîê ïðîáèîòè÷åñêîãî øòàììà

E. coli Ì-17. Ýòî ïîçâîëÿåò ðåêîìåíäîâàòü
äàííûå ãåëè è íèçêîòåìïåðàòóðíîå êîíñåð-
âèðîâàíèå äëÿ ðàçðàáîòêè òåõíîëîãèé ïðîèç-
âîäñòâà èììîáèëèçîâàííûõ ïðîáèîòèêîâ, êî-
òîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè ëå÷å-
íèè äèñáèîçîâ, âûçâàííûõ âîçäåéñòâèåì ïðî-
ôåññèîíàëüíûõ ôàêòîðîâ.
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ÑÕÎÐÎÍÍ²ÑÒÜ ÏÐÎÁ²ÎÒÈÊÀ ESCHERICHIA COLI M-17 Ï²ÑËß ²ÌÌÎÁ²Ë²ÇÀÖ²¯
Â ÏÎË²ÑÀÕÀÐÈÄÍÈÕ ÃÅËßÕ ² ÇÁÅÐ²ÃÀÍÍß ÏÐÈ Ð²ÇÍÈÕ ÒÅÌÏÅÐÀÒÓÐÀÕ

Âèâ÷åíî ñõîðîíí³ñòü áàêòåð³é E. coli M-17 ï³ñëÿ ³ììîá³ë³çàö³¿ â ïîë³ñàõàðèäíèõ ãåëÿõ ³ çáåð³ãàíí³
ïðè òåìïåðàòóðàõ 4, –20, –80 òà –196 °Ñ óïðîäîâæ 1 äîáè ³ 1 ì³ñÿöÿ. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü
ïðî òå, ùî ³ììîá³ë³çàö³ÿ â ãåëÿõ àëüã³íàòó ³ êàðàã³íàíó òà ïîäàëüøà íèçüêîòåìïåðàòóðíà êîíñåðâàö³ÿ
(–80 ³ –196 °Ñ) çàáåçïå÷óþòü äîñèòü âèñîêó ñõîðîíí³ñòü æèòòºçäàòíîñò³ òà àäãåçèâíèõ âëàñòèâîñòåé
êë³òèí ïðîá³îòè÷íîãî øòàìó E. coli Ì-17.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ïðîá³îòèê, ³ììîá³ë³çàö³ÿ, ãåë³, çáåð³ãàííÿ.

I.P. Vysekantsev, T.V. Dorofeyeva, E.V. Kudokotseva, I.A. Buryak, L.E. Shatilova, T.F. Petrenko
PRESERVATION OF ESCHERICHIA COLI M-17 PROBIOTIC AFTER IMMOBILIZATION
IN POLYSACCHARIDE GELS AND STORAGE UNDER DIFFERENT TEMPERATURES

The preservation of bacteria E. coli M-17 after immobilization in polysaccharide gels and storage at 4,
–20, –80 and –196 °C within 1 day and 1 month was studied. The results obtained testify to the fact, that
the immobilization in alginate and carrageenan gels and following low temperature preservation (–80 and
–196 °C) provide quite a high preservation of viability and adhesive properties of cells in E. coli M-17
probiotic strain.

Key words: probiotic, immobilization, gels, storage.
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