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узеї патогенних для людини і
тварин мікроорганізмів мають
важливе наукове і практичне
значення у пізнанні природи
патогенного паразитизму, в от�
риманні та використанні ви�
робничих штамів у різних біо�
технологіях, зокрема приготу�
вання препаратів для імуніза�
ції, отриманні лікарських, хар�
чових та інших біологічно ак�
тивних речовин. Науковий про�
грес у різних областях інфекто�
логії від популяційного до мо�
лекулярного рівнів (якісна і
кількісна характеристика епі�
демічних штамів збудника,
персистенція, інфектонний під�
хід, концепція генного парази�
тизму та екологічне культиву�
вання патогенних бактерій,
управління фазами росту і ро�
звитку мікрокультур, генна ін�
женерія, нанотехнології тощо)
необхідно застосувати для
удосконалення методів збері�
гання і вирощування культур
патогенних та умовно патоген�
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ПРИМЕНЕНИЕ НАНОАКВАХЕЛАТОВ МЕТАЛЛОВ ДЛЯ
ДЛИТЕЛЬНОГО ХРАНЕНИЯ ГРАМНЕГАТИВНЫХ БАКТЕРИЙ
Брич О.И., Полищук Е.И., Синетар Э.А., Колесников М.М.,
Каплуненко В.Г.
Целью работы было изучение влияния наноаквахелатов
металлов Cu, Zn, Mg, Mn, Fe, Se, Ge в составе
стабилизирующих сред на жизнеспособность, рост и
биологические свойства эталонных штаммов Escherichia coli
ATCC 25922 и Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 в процессе
длительного хранения. 
Исследования проводили с применением
бактериологических, биохимических и статистических
методов. Установлено, что хранение музейных штаммов
микроорганизмов в наномодифицированной среде с селеном
эффективнее в сравнении с хранением в традиционной среде,
поскольку улучшаются обменные и репаративные процессы
грамнегативных бактерий, можно получить значительно
большую биомассу жизнеспособных штаммов без потери и
изменения их биологических свойств. Для длительного
хранения эталонного штамма P. aeruginosa можно
использовать глицериновую среду с добавлением
наноавахелата германия.
Ключевые слова: наноаквахелаты металлов,
жизнеспособность штаммов, биологические свойства.

APPLICATION OF NANOAQUAHELATES OF METALS FOR
LONG� TERM STORAGE OF GRAM�NEGATIVE BACTERIA
Brych O.I., Polishchuk O.I., Synetar E.A., Kolesnikov M.M.,

Kaplunenko V.G. 

ЗАСТОСУВАННЯ НАНОАКВАХЕЛАТІВ МЕТАЛІВ
ДЛЯ ТРИВАЛОГО ЗБЕРІГАННЯ
ГРАМНЕГАТИВНИХ БАКТЕРІЙ

© Брич О.І, Поліщук О.І., Синетар Е.О., Колесников М.М., 
Каплуненко В.Г.      СТАТТЯ, 2013.

D3-13 b.qxd  13.08.2013  16:29  Page 43



№ 3 2013   ENVIRONMENT & HEALTH   44

них мікроорганізмів, які підтри�
муються у лабораторних або
промислових умовах [1]. 

Для збереження культур у
колекціях застосовують різні
методи залежно від біологіч�
них особливостей конкретно�
го штаму [2]. Найбільш поши�
реними методами тривалого
зберігання бактерій у практиці
роботи мікробіологічних лабо�
раторій науково�дослідних ін�
ститутів є методи ліофілізації
та кріоконсервації. Необхідно
також враховувати, що ліофі�
лізація та заморожування
здатні викликати метаболічні
та структурні пошкодження
клітин, а також мутаційні зміни
їх [3, 4]. 

Нині перспективним є за�
стосування нанотехнологій у
мікробіологічній галузі з метою
створення середовищ на ос�
нові водного розчину наноак�
вахелатів металів для приско�
рення росту бактерій, збіль�
шення продукції бактеріальної
маси, тривалого зберігання
різних видів штамів бактерій
діагностичного та контрольно�
го значення [5]. Наноаквахела�
ти металів являють собою роз�
чин карбоксилованих наноча�
стинок металів у деіонізованій
воді з слабокислою реакцією
(pH 7.0�6.5). Розчин, отрима�
ний фізичним методом (еро�
зійно�вибуховим способом за
методом Каплуненка�Косіно�

ва), за ефективністю і токсич�
ністю значно відрізняється від
розчинів металів, отриманих
хімічним або електролізним
способом, в яких іони металів
діють токсично і тому викори�
стовуються досить обмежено.
Метали у наноаквахелатній
формі є значно активнішими,
ніж їхні класичні молекулярні
форми. Особливістю наноак�
вахелатів біогенних металів
(міді, цинку, магнію, заліза, се�
лену) є їхня здатність вираже�
но активувати фізіологічні і біо�
хімічні процеси внаслідок про�
яву корпускулярних, хвильо�
вих, квантових та інших вла�
стивостей. Крім того, вони ма�
ють високу дифузійну рухли�
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The objective was to study the impact of
nanoaquahelates of metals Cu, Zn, Mg, Mn, Fe,
Se, Ge in the stabilizing media on viability,
growth, and biological properties of reference
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We determined that a storage of museum
microorganism strains in the nanomodified media
with selenium was more effective in comparison
with a storage in traditional medium as it
enhanced a metabolism and reparative processes
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Концен�
трація

препарату

Життєздатність (М±m у КУО)? за 3, 7 та 11 місяців зберігання у гліцериновому
середовищі з додаванням наноаквахелатів

Контроль
(за 3, 7 та

11 місяців)Cu Zn Fe Mg Mn Ge Se

10�1

240±8,9 220±8,6 120±6,3 230±8,8 120±6,3 140±6,8 160±7,3 200±8,2

160±7,3 130±6,6 220±8,6** 280±9,7** 250±9,1** 320±10,3** 140±6,8 150±7,1

0 0 500±12,9** 20±2,6 40±3,7 0 30±3,2 50±4,1

10�2

110±6,1 160±7,3 170±7,5 210±8,4 150±7,1 190±8,0 140±6,8

100±5,8 180±7,7 230±8,8** 330±10,5** 250±9,1** 350±10,8** 200±8,2**

0 0 6±1,4 0 20±2,6 0 80±5,2**

10�3

160±7,3 150±7,1 210±8,4 170±7,5 110±6,1 110±6,1 110±6.1

130±6,6 200±8,2 290±9,8** 280±9,7** 220±8,6** 260±9,3** 210±8,4**

0 0 2±0,8 0 30±3,2 0 150±7,1**

10�4

110±6,1 180±7,7 200±8,2 80±5,2 100±5,8 120±6,3 160±7,3

100±5,8 170±7,5 310±10,2** 200±8,2** 250±9,1** 270±9,5** 210±8,4**

0 0 1±0,6 1±0,6 20±2,6 0 180±7,7**

10�5

220±8,6 220±8,6 180±7,7 150±7,1 140±6,8 100±5,8 180±7,7

80±5,2 60±4,5 250±9,1** 250±9,1** 300±10,0** 250±9,1** 280±9,7**

0 0 0 2±0,8 7±1,5 3±1,0 160±7,3**

Таблиця 1
Вплив стабілізуючих середовищ на життєздатність еталонного штаму 

E. coli ATCC 25922 (n=3)

Примітка: *КУО — колонієутворююча одиниця на середовищі Ендо; 
**p<0,001 — вірогідна різниця між показниками кількості КУО після зберігання у складі 
наномодифікованого гліцеринового середовища порівняно з контролем.
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вість, що також інтенсифікує
перебіг процесів обміну речо�
вин. Водні розчини карбокси�
лованих наночастинок біоген�
них металів вже промислово
виробляються в Україні (ТУ У
24.1�35291116�004:2009) [6]. 

Таким чином, розробка стабі�
лізуючих поживних середовищ
з додаванням карбоксилова�
них розчинів наноаквахелатів
як альтернативного методу
тривалого зберігання музей�
них штамів, особливо за від�
сутності умов застосування
методів ліофілізації та кріокон�
сервації, має важливе практич�
не значення.

Мета роботи — вивчити
вплив наноаквахелатів металів
у складі середовищ для трива�
лого зберігання мікроорганіз�
мів на життєздатність, ріст і
біологічні властивості музей�
них еталонних штамів.

Матеріали і методи. Об'єктом
дослідження були музейні ета�
лонні штами Escherichia coli
ATCC 25922 і Pseudomonas ae�
ruginosa ATCC 27853 та зразки
наноаквахелатних розчинів
(виробництва компанії "Нано�
матеріали і нанотехнології", м.
Київ), які містили наночастинки
міді у концентрації 1000 мг/л,
цинку 2000 мг/л, заліза 1000
мг/л, магнію 3000 мг/л, мар�
ганцю 2000 мг/л, германію
1000 мг/л, селену 200 мг/л та
являли собою карбоксиловані
наночастинки відповідних ме�
талів. З представлених зразків
наноаквахелатів готували пре�
парати концентрацій 10�1�10�5
та вносили до епендорфів зі
стерильним гліцериновим се�
редовищем у кількості 0,1 мл
[7]. З добових культур зазначе�
них вище еталонних штамів E.
coli і P. aeruginosa, вирощених
на середовищі Мюллер�Хінтон
за температури 37°С, готували
завись у фізіологічному розчи�
ні, встановлювали концентра�
цію 108 КУО/мл за допомогою
приладу денситометру DENSI�
MAT, вносили у приготовані на�
номодифіковані гліцеринові
середовища та зберігали за
температури 20?С протягом
року. За 3, 7 та 11 місяців після
заморожування проводили ви�
сів культур мікроорганізмів по
0,1 мл за допомогою стериль�
ної піпетки та шпателя на від�
повідні поживні середовища,
які інкубували у термостаті за t
37°С. Оцінку росту та облік кіль�
кості життєздатних мікроорга�
нізмів проводили на другу добу

[2]. В якості контролю прово�
дили висів та облік росту вка�
заних еталонних штамів із се�
редовищ без додавання розчи�
нів наноаквахелатів. Дослі�
дження біологічних властиво�
стей еталонних штамів прово�
дили з використанням автома�
тичного баканалізатору VITEK
2�compact 15 (виробництва
bioMerieux, Франція). 

Результати та їх обговорен�
ня. Результати росту еталон�
них культур E. coli ATCC 25922 і
P. aeruginosa ATCC 27853 та їх�
ні біологічні властивості після
3, 7 та 11�місячного терміну
зберігання у гліцериновому се�
редовищі з додаванням нано�
аквахелатів відображені у та�
блицях 1�3.

Інтенсивність висіву колоній
E. coli за три місяці зберігання у
гліцериновому середовищі з
додаванням частинок Fe, Mg,
Mn, Ge та Se була меншою або
такою ж, як у контрольному
зразку, проте за 7 місяців збе�
рігання у зазначених наномо�
дифікованих середовищах (за
винятком зразків з додаванням
селену у концентраціях 10�1�
10�3) інтенсивність висіву куль�
тури E. coli збільшується в 1,5�
3 рази порівняно з контролем.
Культура E. colі за 11 місяців
кріоконсервації виявилася не�
життєздатною у середовищі з
додаванням Cu, Zn, Ge, Fe (що�
правда, останній у концентра�
ції 10�1 у складі середовища
стимулював інтенсивність висі�
ву колоній E. colі у 10 разів). У
2,5 рази зменшилася кількість
біомаси у разі висіву із середо�
вища з додаванням Mg та Mn
порівняно з контролем. Най�
більша кількість КУО E. coli пі�
сля висіву за 11 місяців із сере�
довища з додаванням селену
спостерігалась у концентрації
10�4 та 10�5 наночастинок, що
перевищувало контрольний рі�
вень у 3,6 рази (p<0,001). Оче�
видно, що у процесі тривалого
зберігання інтенсивність висіву

колоній штаму залежить від ви�
ду та концентрації препарату
наноаквахелату у складі гліце�
ринового середовища. 

Таким чином, внесення нано�
аквахелату селену (Se) у кон�
центрації 10�4 та 10�5 за сім мі�
сяців після заморожування
стимулювало ріст грамнега�
тивних мікроорганізмів E.coli
ATCC 25922 в 1,4 та 1,8 рази
відповідно. За 11 місяців збері�
гання спостерігалося зростан�
ня біомаси еталонного штаму
E. coli у 3,0�3,6 разів у дослід�
них зразках, що містили нано�
аквахелат селену у концентра�
ціях 103 — 10�5. 

Результати досліджень біо�
логічних властивостей дослід�
ного та контрольного зразків
еталонного штаму Escherichia
coli ATCC 25922 свідчать про
стабільність біохімічних харак�
теристик культур, які зберігали
традиційним та запропонова�
ним нами способом (табл. 2).

Отже, результати біохімічної
ідентифікації дослідної та кон�
трольної культур свідчать про
стабільність біохімічних вла�
стивостей еталонного штаму E.
coli ATCC 25922 у разі зберіган�
ня у складі гліцеринового сере�
довища з додаванням наноак�
вахелату селену, що дозволяє
рекомендувати зазначене на�
номодифіковане гліцеринове
середовище для тривалого
зберігання вказаного штаму.

Для зберігання культури P.ae�
ruginosa ATCC 27853 найбільш
ефективним виявилось гліце�
ринове середовище з дода�
ванням наночастинок германію
в усіх концентраціях та селену у
концентрації 10�4 та 10�5
(p<0,001) (табл. 3).

Так, за 3 місяці зберігання у
складі середовища з додаван�
ням германію кількість життєз�
датної біомаси збільшилася в
1,5�2,7 рази, а за 7 місяців — у
4�8 разів порівняно з контро�
лем. Висока життєздатність
еталонної культури P. aerugino�

БІОЛОГІЧНІ ФАКТОРИ ДОВКІЛЛЯ
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sa, внесеної у середовище з
германієм, спостерігалася за
11 місяців (у 15�40 разів), тоді
як у контрольних зразках куль�
тура була майже нежиттєздат�
ною.

Суттєве зростання біомаси
культури P. aeruginosa, внесе�
ної у середовище з додаван�
ням селену у концентраціях 10�
4 та 10�5, спостерігалося за 7
та 11 місяців (у 6,0�35,0 разів
порівняно з контролем). Під
час перевірки стабільності біо�
хімічних характеристик культу�
ри за 11 місяців у складі сере�
довища з додаванням герма�
нію, селену та контрольних
зразків не виявлено змін біохі�
мічних властивостей еталонно�
го штаму. Усі інші наночастинки
практично в усіх концентраціях
у складі гліцеринового середо�
вища справляли біоцидний
ефект на життєздатність ета�
лонного штаму P. aeruginosa. 

Висновки
1. Додавання розчинів нано�

аквахелатів металів селену та
германію у традиційне гліцери�
нове середовище у концентра�
ціях 10�4 та 10�5 покращує пе�
ребіг обмінних та репаратив�
них процесів штамів грамнега�
тивних мікроорганізмів у про�
цесі їх тривалого зберігання та
дозволяє отримати значно
більшу біомасу життєздатних
мікроорганізмів у процесі пе�
ріодичного відновлення жит�
тєздатності штамів без втрати і
зміни їхніх біологічних власти�
востей, що має велике значен�
ня у практиці роботи мікробіо�
логічних лабораторій медичних
закладів та наукових установ.

2. Для тривалого зберігання
штаму P. aeruginosa ATCC
27853 можна рекомендувати
гліцеринове середовище з до�
даванням наноаквахелату гер�
манію та селену у концентра�
ціях 10�4 та 10�5. 

3. Наномодифіковані середо�
вища з додаванням селену (Se)
у концентраціях 10�4 та 10�5

№
 л

ун
ки

Тест

Біохімічні характеристики
штаму після зберігання у

гліцериновому середовищі
з додаванням наночастинок

у концентрації 10�4 та 10�5

Селен Контроль

2 Ala�Phe�Pro�ариламідаза � �

3 Адонітол � �

4 L�піролідон�ариламідаза � �

5 L�арабіт � �

7 D�целлобіоза � �

9 Бета�галактозидаза + +

10 Продукція H2S � �

11 Бета�N�ацетил�глюкозамінідаза � �

12 Глютамілариламідаза pNA � �

13 D�глюкоза + +

14 Гамма�глютамілтрансфераза � �

15 Зброджування глюкози + +

17 Бета�глюкозидаза � �

18 D�мальтоза + +

19 D�маніт + +

20 D�манноза + +

21 Бета�ксилозидаза � �

22 Бета�аланінариламідаза pNA � �

23 L�пролінариламідаза � �

26 Ліпаза � �

27 Палатиноза � �

29 Тирозинариламідаза � �

31 Уреаза � �

32 D�сорбіт + +

33 Сахароза � �

34 D�тагатоза � �

35 D�трегалоза + +

36 Цитрат (натрію) � �

37 Малонат � �

39 5�кето� D�глюконат � �

40 L�лактат, олужнювання + +

41 Альфа�глюкозидаза � �

42 Сукцинат, олужнювання + +

43 Бета�N�ацетилгалактозамінідаза � �

44 Альфа�галактозидаза + +

45 Фосфатаза � �

46 Гліцинариламідаза � �

47 Орнітиндекарбоксилаза + +

48 Лізиндекарбоксилаза + +

53 L�гістидін, асиміляція � �

56 Кумарат + +

57 Бета�глюкуронідаза + +

58 О/129 стійкість + +

59 Glu�Gly�Arg�ариламідаза � �

61 L�малат, асиміляція � �

62 Елман � �

64 L�лактат, асиміляція � �
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можна використовувати для
зберігання еталонного штаму
E. coli ATCC 25922 за низько�
температурних умов. 
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Примітка: *КУО — колонієутворююча одиниця на середовищі Мюллер>Хінтон; 
**p<0,001 — вірогідна різниця між показниками кількості КУО після зберігання у складі 
наномодифікованого гліцеринового середовища порівняно з контролем.

Концен�
трація

препарату

Життєздатність (М±m у КУО)* за 3, 7 та 11 місяців зберігання у гліцериновому
середовищі з додаванням наноаквахелатів

Контроль
(за 3, 7 та

11 місяців)Cu Zn Fe Mg Mn Ge Se

10�1

80±5,2 170±7,5 170±7,5 150±7,1 150±7,1 200±8,2** 150±7,1 110±6,1

0 100±5,8 2±0,8 180±7,7 94±5,6 250±9,1** 62±4,5 50±4,1

0 100±5,8 0 120±6,3 30±3,2 200±8,2** 50±4,1** 10±1,8

10�2

90±5,5 120±6,3 30±3,2 200±8,2 88±5,4 240±8,9** 130±6,6

9±1,7 10±1,8 0 55±4,3 7±1,5 400±11,5** 90±5,5

0 300±10,0 0 0 0 150±7,1** 110±6,1**

10�3

140±6,8 80±5,2 62±4,5 130±6,6 50±4,1 300±10,0** 60±4,5

1±0,6 9±1,7 28±3,1 32±3,3 2±0,8 260±9,3** 160±7,3**

0 0 0 0 0 300±10,0** 50±4,1**

10�4

110±6,1 110±6,1 120±6,3 80±5,2 41±3,7 170±7,5** 110±6,1

2±0,8 11±1,9 6±1,4 25±2,9 0 230±8,8** 400±11,5**

0 0 0 0 0 400±11,5** 200±8,2**

10�5

120±6,3 180±7,7 54±4,2 70±4,8 150±7,1 230±8,8** 160±7,3**

1±0,6 18±2,4 11±1,9 20±2,6 1±0,6 210±8,4** 330±10,5**

0 0 0 0 0 150±7,1** 350±10,8**

Таблиця 3
Вплив стабілізуючих середовищ на життєздатність еталонного штаму 

P. aeruginosa ATCC 27853 (n=3)
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