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РЕЗЮМЕ

Для расширения ассортимента форм выпуска аутопробиотиков, повышения потреби-
тельской привлекательности, увеличения срока хранения и  возможностей транспор-
тировки был разработан протокол получения их капсулированной формы. Были про-
ведены испытания капсулированных форм индигенных бактерий родов Lactobacillus 
spp. и Enterococcus spp. с целью оценки жизнеспособности клеток бактерий после ли-
офилизации и хранения в различных условиях. Было проведено исследование влияния 
криопротекторов различного состава на сохранение жизнеспособности лиофилизатов 
индигенных Lactobacillus spp. и Enterococcus spp. Полученные результаты показали, что 
применение 10 % сахарозы и 1 % желатина в составе защитной среды сохраняет исход-
ные свойства бактериальных штаммов, способствуя их выживанию в процессе криокон-
сервации и лиофилизации. Было установлено, что наиболее благоприятным условием 
хранения капсулированных аутопробиотиков на основе Lactobacillus spp. и Enterococcus 
spp. является температурный режим до 25 0С с предельным сроком годности 1 год. 
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ABSTRACT

In order to expand the range of autoprobiotic release forms, increase consumer attractiveness, 
prolongate product’s shelf life and transportation possibilities, a protocol for obtaining an en-
capsulated form of autoprobiotics was developed. Tests were carried out on encapsulated forms 
of indigenous bacteria in order to assess the viability of bacterial cells after lyophilization and 
storage under various conditions. The effect of various cryoprotectants on the lyophilized Lac-
tobacillus spp. and Enterococcus spp. cells viability was studied. The results obtained showed 
that the use of 10 % sucrose and 1 % gelatin as part of a protective medium retains the orig-
inal properties of bacterial strains, contributing to their survival during cryopreservation and 
lyophilization. The most favorable storage conditions and expiration dates for encapsulated 
autoprobiotics based on Lactobacillus spp. and Enterococcus spp. were determined.
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Список сокращений: БАД  — биологически 
активная добавка, ЖКТ  — желудочно-кишечный 
тракт, ФБС — фосфатно-солевой буфер.

ВВЕДЕНИЕ

Необходимость разработки и  поиска новых 
форм аутопробиотических препаратов обуслов-
лена несколькими факторами, главным из кото-
рых является продление срока хранения продукта 
и увеличение эффективности аутопробиотической 
терапии. Надлежащая терапевтическая эффектив-
ность и  биодоступность могут быть обеспечены 
путем подбора подходящей лекарственной формы, 
состава и технологии производства.

Предпосылками для создания персонифици-
рованного пробиотического продукта стали недо-
статки применения промышленных пробиотиков 
и представление об уникальности микробиоценоза 
организма каждого индивидуума [1, 2].

Очевидно, что значительная часть пробиотиче-
ских бактерий теряет свою активность вследствие 
гибели микроорганизмов при хранении жидкой 
формы в течение 2–4 недель, иногда раньше. Кроме 
того, достоверно показано, что в процессе прохож-
дения через желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) че-
ловека большая часть микроорганизмов погибает 
и до кишечника доходит лишь незначительная их 
часть. Причинами этого являются низкие значения 
рН, влияние соляной кислоты и пепсина желудоч-
ного сока [3]. Пробиотические препараты, содержа-
щие лиофильно высушенную биомассу, сохраняют 
лечебные свойства при значительно большем сроке 
хранения, чем жидкие формы пробиотиков [4].

Одним из наиважнейших факторов для сохране-
ния жизнеспособности бактериальных клеток при 
лиофилизации, кроме подбора условий сушки, яв-
ляется подбор эффективного криопротектора. Наи-
более часто в качестве криопротекторов применя-
ют глицерин, сахарозу, глюкозу, желатин, агар-агар. 
Криопротектор должен быть нетоксичным, не ока-
зывать влияние на потребительские свойства и дол-
жен защищать клетки от повреждающего действия 
замораживания. Углеводы обычно применяют в со-
четании с другими криопротекторами, чаще всего 
желатином, для достижения максимальной выжи-
ваемости бактерий в  процессе сушки. Углеводы 
проникают в клетки и создают осмотическое дав-
ление, чем препятствуют образованию кристаллов 
льда и разрушению клетки в процессе заморажива-
ния; желатин, в свою очередь, не проникает в клет-
ки, увеличивает стабилизирующее действие среды, 
позволяет хранить высушенные микроорганизмы 
без создания вакуума [5].

Капсулирование  — рутинная технология, ко-
торая нашла широкое применение в  различных 
отраслях промышленности и  является хорошим 
примером использования микротехнологий в нау-
ке о пище и биотехнологии. Широкое распростра-
нение получило капсулирование пробиотических 
бактерий, применяемых как в виде препаратов-про-
биотиков, так и в виде БАДов, для их защиты при 
транзите через агрессивную среду различных от-
делов ЖКТ [3]. Применение капсулирования также 
увеличивает разнообразие доступных форм про-
биотиков, повышает удобство использования вне 
дома, в  путешествиях и  делает доступным дли-
тельное хранение препарата без потери активности 
входящих в его состав микроорганизмов. Но глав-
ным значением инкапсуляции пробиотиков явля-
ется защита клеток от неблагоприятной окружаю-
щей среды верхних отделов ЖКТ и последующее 
их высвобождение в жизнеспособном и метаболи-
чески активном состоянии в кишечнике [6].

Основным материалом для изготовления капсул 
является желатин (натуральный продукт гидроли-
за коллагенсодержащего сырья), реже использу-
ют капсулы, изготовленные из растительного сы-
рья — гидроксипропилметилцеллюлозы. Капсулы 
на основе полимеров неживотного происхождения 
широко используются пациентами, имеющими ал-
лергии, а также вегетарианцами. Кроме материала 
капсул немаловажной является их оболочка, имен-
но она делает капсулы кислотоустойчивыми, бла-
годаря технологии пленочного покрытия, которое 
может быть нанесено на любой тип капсул. Капсу-
лы, имеющие такое покрытие, называют кишеч-
норастворимыми. Преимуществом таких капсул 
является возможность безопасно и эффективно до-
ставлять их содержимое в кишечник за счет дли-
тельного растворения (1–2 часа), в  то время как 
обычные желатиновые капсулы без покрытия рас-
творяются в ЖКТ в течение 20 минут [3].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы микроорганизмов. Материалом ис-
следования являлись полученные в  отделе ми-
кробной терапии НЦМУ штаммы индигенных 
энтерококков и  лактобацилл, выделенные в  пе-
риод 2020–2021 гг. от  пациентов. В  исследование 
вошло 17 штаммов энтерококков: E. faecium (n = 
10), E. hirae (n = 5), E. durans (n = 2) и 15 штаммов 
лактобацилл: L. fermentum (n = 3), L. paracasei (n 
= 4), L. rhamnosus (n = 5), L. plantarum (n = 2) и L. 
delbreuckii (n = 1), полученных и  идентифициро-
ванных до вида согласно протоколам, описанным 
в патентах № 2460778 и № 2546253 РФ [7, 8].
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Условия культивирования и хранения. Куль-
тивирование лактобацилл проводили на  селек-
тивной питательной среде для лактобацилл МРС 
(Hi-media, Индия; Conda, Испания), Лактобакагар 
(Оболенск, Россия), 5 % белково-витаминном кон-
центрате Супро Плюс (ООО «Протеин», Санкт-Пе-
тербург) при 37–40 0С в  аэробных и  анаэробных 
условиях в  течение 24–48 часов. Энтерококки 
культивировали на селективной питательной сре-
де Энтерококкагар (Оболенск, Россия). Для созда-
ния анаэробных условий использовали анаэростат 
(Schnett-biotech GmbH, Германия) и  газогенериру-
ющие пакеты для создания микроаэрофильных/
анаэробных условий Анаэрогаз (ИНКО, Россия).

Хранение микроорганизмов осуществляли 
в  морозильной камере при -70 0С (New Brunswick 
Scientific, США). Для этого чистые культуры ми-
кроорганизмов, выращенные в  жидкой питатель-
ной среде до  стационарной фазы роста, концен-
трировали центрифугированием при 5000 об/мин 
в течение 5 минут. Отбирали 50–80 % надосадоч-
ной жидкости и  добавляли 10 % (по объему) сте-
рильного 20 % глицерина. Затем перемешивали 
на  вортексе. Хранение материала осуществляли 
в течение 6–12 месяцев с проверкой жизнеспособ-
ности микроорганизмов каждые 6 месяцев.

Получение биомассы. Чистые культуры ми-
кроорганизмов, находящиеся на хранении в  кри-
обанке, были рассеяны до  отдельных колоний, 
после чего были использованы для получения 
посевного материала. Для этого отдельную ко-
лонию вносили в  10 мл стерильного 5 % Супро 
Плюс и инкубировали при 37 °С в течение 24 ча-
сов. Далее вносили 1 % посевного материала в 500 
мл стерильного 5 % Супро Плюс и культивирова-
ли в течение 18 часов при 37 °С. Затем биомассу 
центрифугировали при 4500 об/мин (Eppendorf, 
Германия) при 4 0С в  течение 20 минут, надоса-
док сливали, а  осадок ресуспендировали в  саха-
розо-желатиновой защитной среде с/без NaCl, 
фосфатно-солевого буфера в  соотношении 1:2 
согласно [9]. Перед сублимационной сушкой про-
водили оценку общего количества бактерий в  1 
мл биомассы. Для этого осуществляли посев всех 
образцов на плотную питательную среду методом 
десятикратных серийных разведений. Общее ко-
личество бактерий в  1 мл биомассы находилось 
в диапазоне 5*107–1*109 КОЕ/мл. После подготов-
ки биомассу с криопротектором разливали в сте-
рильные флаконы слоем не более 1 см и проводи-
ли высушивание в  лиофильной сушке FreeZone 
(Labconco, США) согласно протоколу.

Подготовка и  стандартизация лиофилиза-
та. Инкапсуляция. Диспергирование лиофилиза-

та бактерий проводили с  помощью лабораторной 
мельницы IKA Basic 1 (IKA, Германия). Использо-
вали мельницу с режимом «пульс» для предотвра-
щения гибели клеток при интенсивном механиче-
ском и термическом воздействии. Для обеспечения 
стандартности гранулометрического состава по-
лучаемых образцов измельчение биомассы про-
водили путем протирания через сетку с размером 
ячеек 0,25 мм, смешивание измельченной биомас-
сы со  вспомогательными веществами проводили 
в  герметичной емкости. Для наполнения капсул 
использовали ручной полуавтоматический капсу-
лятор МС-100 (МС100, Беларусь) с загрузкой на 100 
капсул, размер капсул «1», с  ориентирующим 
устройством и  трамбовочным инструментом. Ис-
пользовали кислотоустойчивые капсулы DRcaps™ 
(Lonza, Россия). DRcaps™ выполнены из гидрок-
сипропилметилцеллюлозы с  кислотоустойчивым 
покрытием.

Контроль качества. Готовую для высушива-
ния биомассу до  внесения криопротектора про-
веряли на  отсутствие посторонней микрофлоры, 
высевая 100 мкл продукта на чашку Петри с СПА 
(Оболенск, Россия). Лиофилизат после высушива-
ния также проверяли на  отсутствие посторонней 
микрофлоры, для этого 1 г порошка растворяли 
в  9 мл стерильной воды, перемешивали до  рас-
творения и высевали 100 мкл продукта на чашку 
Петри с СПА и агаром Сабуро («ХайМедиа», Ин-
дия). Для оценки количества жизнеспособных кле-
ток и наличия контаминации проводили счетный 
высев методом последовательных десятикратных 
разведений с  последующим высевом на  плотные 
питательные среды. Для посева использовали 
СПА, агар Сабуро (Лактобакагар (Оболенск, Рос-
сия), Энтерококкагар (Оболенск, Россия), хромо-
генный агар HiCrome Coliform Agar («ХайМедиа», 
Индия)). Результаты учитывали через 24–72 часа 
культивирования. Для готовых капсул после на-
полнения лиофилизатом проводили контроль 
фармакопейных показателей, таких как: внешний 
вид на наличие вмятин, трещин, средняя масса со-
держимого и содержание. Для контроля качества 
и  оценки микробиологической чистоты готовых 
капсул, капсулы растворяли в  физиологическом 
растворе внесением капсулы в  соотношении 1:10 
и перемешивали на вортексе до полного растворе-
ния. Для оценки количества жизнеспособных кле-
ток в капсуле и наличия контаминации также про-
водили счетный высев методом последовательных 
десятикратных разведений с последующим высе-
вом на вышеперечисленные плотные питательные 
среды. Результаты учитывали через 24–72 часа 
культивирования. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ

С использованием материалов и  методов, 
описанных ранее, была получена биомасса, со-
держащая живые аутопробиотические штаммы 
энтерококков и лактобацилл для последующей су-
блимационной сушки с  добавлением криопротек-
тора различного состава. Готовую биомассу ауто-
пробиотика после центрифугирования и отделения 
надосадка ресуспендировали в  сахарозо-желати-
новой защитной среде с/без NaCl, агар-агара, фос-
фатно-солевого буфера в соотношении 1:2 по объ-
ему и высушивали в лиофильной сушке FreeZone 
согласно протоколу. Результаты проверки количе-
ства жизнеспособных микроорганизмов до и после 
высушивания представлены в таблице 1.

Выживаемость индигенных штаммов после 
лиофилизации при применении сахарозо-желати-
новой защитной среды и  без нее была выражена 
в процентах, результаты представлены в таблице 2. 
Установлено, что нет достоверных отличий в коли-
честве жизнеспособных микроорганизмов при вы-
сушивании в присутствии криопротекторов на ос-
нове сахарозы и  желатина при добавлении солей 
натрия и без их добавления. Достоверные отличия 
наблюдаются при высушивании биомассы без до-
бавления криопротектора, выживаемость клеток 
при таком высушивании снижается до  40 %, од-
нако абсолютные конечные титры не  снижаются 
ниже 5×107, что является также высоким показа-
телем для количества микроорганизмов в составе 
пробиотического препарата. 

После высушивания лиофилизат крайне неодно-
родный, потому производили диспергирование по-
лученного лиофилизата согласно методике, описан-
ной выше. После измельчения лиофилизат помещали 
в отдельную стерильную герметичную емкость для 
дальнейшего использования. К подготовленному ли-
офилизату добавляли каолин и магния стеарат. Сте-
арат магния используется в большинстве рецептур 
и  обеспечивает достаточные скользящие свойства, 
а  каолин обеспечивает необходимые технологиче-
ские свойства (уменьшает липкость, слеживаемость 
порошка и увеличивает его текучесть), также обла-
дает обволакивающими и детоксикационными свой-
ствами [11]. Объем капсулы типоразмера «1» равен 
0,5 мл. Для заполнения капсулы использовали 130 
мг лиофилизата индигенных бактерий Enterococcus 
faecium/Lactobacillus spp., 30 мг каолина и  1,5 мг 
магния стеарата.

Контроль качества капсул и содержимого про-
водили согласно методике, описанной в  материа-
лах и методах, сразу после получения капсул. Все 
капсулы прошли контроль качества, посторонней 

микрофлоры обнаружено не  было. Для оценки 
возможностей хранения капсулированного ауто-
пробиотика и установления срока годности капсул 
с лиофилизированными индигенными бактериями 
контроль количества жизнеспособных микроор-
ганизмов, отсутствия посторонней микрофлоры 
и  общий контроль качества капсул осуществля-
ли через 3, 6 и  12 месяцев хранения. Результаты 
представлены в  таблице 3. Посев осуществлял-
ся методом серийных десятикратных разведений 
на плотные питательные среды: хромогенный агар, 
агар Сабуро (для выявления дрожжей и плесеней) 
и  селективную питательную среду для индиген-
ных бактерий — Энтерококкагар для энтерокок-
ков и  МРС агар для лактобацилл. Все образцы 
прошли микробиологический контроль, на  по-
севах наблюдались исключительно целевые ми-
кроорганизмы. Хранение капсулированных ау-
топробиотиков осуществляли при температуре 
20–25 0С в герметично закрытых емкостях.

В процессе контроля заложенных на  хранение 
образцов сухой биомассы все контролируемые 
биологические параметры оставались в  пределах 
нормы. Количество жизнеспособных бактерий 
оставалось на  высоком уровне в  течение одного 
года наблюдений — не менее 107 КОЕ/г. Контроль 
фармакопейных показателей капсул в  течение 
срока наблюдения обнаружил, что через 12 меся-
цев наблюдается потеря исходных свойств капсул 
в 30 % случаев — часть капсул становилась хруп-
кой, изменяла цвет, появлялись трещины. 

Дополнительно, для оценки влияния неблаго-
приятных условий хранения капсулированных 
аутопробиотиков проводили определение жиз-
неспособности микроорганизмов в капсулах при 
хранении в  условиях повышенной температуры 
окружающей среды. Для эксперимента были ото-
браны капсулы с  аутопробиотиками на  основе 
разных видов микроорганизмов. Капсулы храни-
ли в  термостате при температуре +50 0С в  тече-
ние 3 и  7 дней. Результаты эксперимента пред-
ставлены в таблице 4.

В результате проведенного эксперимента было 
установлено, что количество жизнеспособных ми-
кроорганизмов при воздействии высокой темпера-
туры снижалось для всех представленных образ-
цов. Однако некоторые штаммы в  составе капсул 
оставались жизнеспособными даже после 7 суток 
хранения при 50 0С . Таким образом, можно за-
ключить, что аутопробиотики в капсулированной 
форме являются удобной альтернативой жидкой 
формы, более удобны для хранения и  транспор-
тировки, не требуют специальных температурных 
режимов содержания. 
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Таблица 1. Общее количество жизнеспособных бактерий

Номер 
образца

Вид  
микро- 

организма

Количество жизнеспособных микроорганизмов, КОЕ/г

Биомасса Лиофилизат
CЖ

Лиофилизат
CЖ+0,9 % NaCl

Лиофилизат
CЖ+ФБС

1. E. faecium 5×107 9×108 1×109 1×109

2. E. faecium 1×108 1×109 2×109 2×109

3. E. faecium 5×107 1×109 1×109 2×109

4. E. faecium 5×107 7×108 8×108 8×108

5. E. faecium 5×107 1×109 1×109 1×109

6. E. faecium 7×107 2×109 1×109 2×109

7. E. faecium 1×108 2×109 2×109 2×109

8. E. faecium 1×108 2×109 2×109 2×109

9. E. faecium 1×108 1×109 2×109 2×109

10. E. faecium 5×107 1×109 1×109 1×109

11. E. hirae 5×107 1×109 1×109 1×109

12. E. hirae 6×107 2×109 1×109 2×109

13. E. hirae 6×107 1×109 2×109 2×109

14. E. hirae 1×108 2×109 2×109 2×109

15. E. hirae 5×107 2×109 1×109 2×109

16. E. durans 1×108 3×109 2×109 2×109

17. E. durans 1×108 2×109 3×109 3×109

18. L. fermentum 3×106 4×107 6×107 6×107

19. L. fermentum 6×107 2×109 2×109 2×109

20. L. fermentum 7×107 1×109 1×109 1×109

21. L. paracasei 1×108 2×109 2×109 2×109

22. L. paracasei 1×108 2×109 2×109 2×109

23. L. paracasei 7×108 6×109 8×109 8×109

24. L. paracasei 1×108 2×109 2×109 2×109

25. L. rhamnosus 2×108 3×109 3×109 3×109

26. L. rhamnosus 1×108 1×109 2×109 2×109

27. L. rhamnosus 3×108 5×109 5×109 5×109

28. L. rhamnosus 5×108 8×109 8×109 8×109

29. L. rhamnosus 2×108 4×109 4×109 4×109

30. L. plantarum 5×108 8×109 8×109 8×109

31. L. plantarum 1×108 2×109 2×109 2×109

32. L. delbreuckii 1×107 2×108 2×108 2×108

* CЖ — сахарозо-желатиновая защитная среда (10 % сахароза, 1 % желатин); ФБС — фосфат-
но-солевой буфер.
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Таблица 3. Изменение количества жизнеспособных микроорганизмов 
в капсулированных аутопробиотиках с течением времени

Номер 
образца

Вид  
микроорганизма

Количество жизнеспособных микроорганизмов, КОЕ/г

1 неделя 3 месяца 6 месяцев

1. E. faecium 9×108 8,5×108 8,5×108

2. E. faecium 1×109 1×109 9×108

3. E. faecium 1×109 1×109 9×108

4. E. faecium 7×108 7×108 6,5×108

5. E. faecium 1×109 9,5×108 9,5×108

6. E. faecium 2×109 2×109 1,5×109

7. E. faecium 2×109 2×109 2×109

8. E. faecium 2×109 2×109 2×109

9. E. faecium 1×109 1×109 9,5×108

10. E. faecium 1×109 9,5×108 9,5×108

11. E. hirae 1×109 1×109 1×109

12. E. hirae 2×109 2×109 2×109

13. E. hirae 1×109 1×109 9×108

14. E. hirae 2×109 2×109 2×109

15. E. hirae 2×109 2×109 2×109

16. E. durans 3×109 3×109 2,5×109

17. E. durans 2×109 2×109 1,5×109

18. L. fermentum 4×107 4×107 3×107

19. L. fermentum 2×109 2×109 1,5×109

20. L. fermentum 1×109 1×109 1×109

21. L. paracasei 2×109 2×109 2×109

22. L. paracasei 2×109 2×109 2×109

23. L. paracasei 6×109 5,5×109 5,5×109

Таблица 2. Выживаемость индигенных штаммов после лиофилизации  
при применении сахарозо-желатиновой защитной среды

Криопротектор Выживаемость клеток
после лиофилизации

10 % сахароза, 1 % желатин 80 ± 2 %

10 % сахароза, 1 % желатин в фосфатно-солевом буфере 80 ± 2 %

10 % сахароза, 1 % желатин в 0,9 % растворе NaCl 80 ± 2 %

Без криопротектора 37 ± 8 %



 61

ОБЗОРЫ   |   REVIEWERS

   Том  № 2     6      2022   

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Инкапсуляция является современным способом 
выпуска биологически активных добавок к пище, 
различных пробиотических препаратов с возмож-
ностью прогнозирования и  планирования задан-
ных потребительских свойств и качественных ха-
рактеристик жизнеспособности микроорганизмов 
в  составе продукта. Мы успешно апробировали 
метод капсулирования штаммов аутопробиотиков 
и  показали сохранение стабильности биологиче-
ских свойств аутопробиотических культур при 
лиофилизации и последующем хранении. В рабо-
те мы использовали классическую композицию, 
состоящую из сахарозы и желатина, что позволи-
ло нам получить высокую степень выживаемости 

клеток бактерий как после процесса лиофилиза-
ции, так и  после экспериментов по  ускоренному 
старению образцов капсул. Метод может быть при-
менен для рутинного получения аутопробиотиков 
в форме капсул со сроком хранения 1 год.

Конфликт интересов / Conflict of interest 
Авторы заявили об отсутствии потенциаль-

ного конфликта интересов. / The authors stated 
no conflict of interest.

Финансирование / Funding
Исследование было поддержано Министер-

ством науки и  высшего образования РФ. Со-
глашение № 075-15-2022-302 (20.04.2022). / The 
study was supported by the Ministry of Science 

24. L. paracasei 2×109 2×109 2×109

25. L. rhamnosus 3×109 3×109 3×109

26. L. rhamnosus 1×109 1×109 9×108

27. L. rhamnosus 5×109 4,5×109 4,5×109

28. L. rhamnosus 8×109 8×109 7×109

29. L. rhamnosus 4×109 3,5×109 3×109

30. L. plantarum 8×109 7,5×109 7,5×109

31. L. plantarum 2×109 1,5×109 1×109

32. L. delbreuckii 2×108 2×108 2×108

Таблица 4. Влияние высокой температуры на жизнеспособность микроорганизмов 
в составе капсул с аутопробиотиками

Вид микроорганизма КОЕ/мл,
до эксперимента

КОЕ/мл,
3 дня

КОЕ/мл,
7 дней

Enterococcus spp.

E. faecium 2×109 4×107 3×106

E. faecium 4×108 1×106 ---

E. hirae 2×108 5×103 ---

E. hirae 5×108 4×107 3×106

E. durans 2×109 7×107 1×106

Lactobacillus spp.

L. fermentum 4×106 1×104 ---

L. paracasei 2×108 --- ---

L. rhamnosus 2×108 3×104 3×103

L. plantarum 2×108 7×106 1×106
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