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Отрицательное воздействие внешней сре-
ды на организм человека может вызывать микро
экологические нарушения, способствующие воз-
никновению и развитию различных заболеваний 
[1]. В связи с этим в последние годы постоянно 
расширяется спектр пробиотических препаратов, 
восстанавливающих микрофлору, заметно увели-
чился и объем их промышленного производства. 
В большинстве случаев пробиотики используют 
перорально для профилактики и лечения заболе-
ваний желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). 

Механизм действия пробиотических микроор-
ганизмов связан с влиянием на кишечную микро-
флору ‒ увеличением числа полезных бактерий 
и уменьшением популяции оппортунистических 

и потенциально патогенных микроорганизмов. 
Положительный результат достигается благо-
даря изменению локального значения рН, пода-
вляющего патогены, производству бактериоци-
нов, модификации токсинов, а также стимуляции 
иммунных механизмов слизистой оболочки ки-
шечника. Очевидно, что антагонизм и конкурен-
ция с патогенами за «место обитания» возмож-
ны в случае достаточного количества живых 
клеток пробиотика. В ряде исследований [2‒4] 
показано, что бактериальный препарат пробио-
тика должен содержать не менее 106–107 колоние-
образующих единиц (КОЕ)/г при ежедневном по-
треблении пациентом 108 жизнеспособных про-
биотических клеток. В  настоящее время в мире 
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производится более 70 пробиотических препара-
тов перорального применения, однако многие из 
них не дают ожидаемого терапевтического эффек-
та [4]. Это может быть результатом низкого содер-
жания жизнеспособных бактериальных клеток в 
препарате и/или их инактивации при прохожде-
нии через ЖКТ человека до момента достижения 
толстой кишки – области максимальной бактери-
альной колонизации и, соответственно, желатель-
ного присутствия пробиотика. К основным фак-
торам, инактивирующим микроорганизмы, от-
носят низкое значение рН в желудке и высокое 
содержание желчных солей в кишечнике. Боль-
шинство современных пробиотических препара-
тов включает бактериальные штаммы Lactobacil-
lus или Bifidobacterium, которые входят в фено-
типическую группу молочнокислых бактерий и 
играют наиболее важную роль в функционирова-
нии ЖКТ [5] благодаря способности этих микро-
организмов преобразовывать молочный сахар в 
молочную кислоту. Однако уже при прохождении 
кислотосодержащей желудочной среды возможна 
настолько высокая степень инактивации пробио-
тика, которая исключает последующую колониза-
цию ЖКТ. Например, в условиях, моделирующих 
желудочную среду при рН 2, различные штаммы 
Bifidobacterium полностью погибают во времен-
ном интервале от 30 мин до 1 ч [2]. Необходимо 
учитывать, что время нахождения пробиотичесих 
клеток в желудке составляет 1,5 ± 0,5 ч, прохож-
дение через тонкую кишку занимает 3,2 ± 1,6 ч, в 
толстой кишке происходит задержка на время от 6 
до 32 ч и более [2]. Таким образом, защита бакте-
риальных клеток от отрицательного воздействия 
среды ЖКТ, с учетом указанных временных ин-
тервалов, является необходимым условием прак-
тического применения пробиотических препара-
тов. Наиболее эффективным способам защиты 
микроорганизмов от агрессивной среды желуд-
ка считается их иммобилизация в полимерном 
матриксе и последующее микрокапсулирование. 
На  основании результатов многочисленных ис-
следований обосновано применение для микро-
капсулирования нетоксичных полимеров альгина-
та и хитозана, получаемых из природного сырья 
и использующихся в пищевом и фармацевтиче-
ском производстве [6, 7]. Эти полимеры обладают 
рядом свойств, необходимых для микрокапсули-
рования. Так, водные растворы альгината натрия 
могут образовывать в присутствии ионов двух-
валентных металлов (обычно Са2+) прочно сши-
тый гель с полианионными свойствами. Особен-
ностью хитозана, катионного полисахарида, яв-
ляется способность связываться с полианионным 
комплексом альгината, а также с отрицательно за-

ряженной слизистой ЖКТ. Микрокапсулирова-
ние пробиотических клеток проводят обычно пу-
тем высокотемпературного распылительного вы-
сушивания бактериальной суспензии в растворе 
полимера или путем ионотропного желирования 
альгинатных микросфер с включенными микро-
организмами. Возможность негативного воздей-
ствия процесса микрокапсулирования на пробио-
тики зависит от природы бактериального штамма, 
способа капсулирования и свойств используемых 
полисахаридов [8, 9].

Целью работы было изучение возможности 
повышения эффективности пробиотических пре-
паратов на примере препарата «Витафлор», раз-
работанного и производимого ФГУП «Гос.НИИ 
ОЧБ» ФМБА России (Санкт-Петербург). «Ви-
тафлор» относится к препаратам нового поко-
ления, так как имеет в своей основе не отдель-
ные бактериальные штаммы, а симбиотическую 
композицию штаммов Lactobacillus с доказан-
ными эффектами синтрофии и синергизма [1]. 
«Витафлор» выпускается в виде лиофильно вы-
сушенного порошка и содержит остатки моло-
ка, входящего в состав питательной среды, ис-
пользуемой для выращивания, метаболиты, 
накопленные в бактериальной биомассе, крио-
протекторы, используемые для защиты бактерий 
при высушивании. Эти компоненты препарата 
«Витафлор» могут оказывать благоприятное дей-
ствие на выживаемость лактобацилл в условиях 
ЖКТ. Необходимо также учитывать, что исполь-
зуемая в препарате комбинация симбиотических 
штаммов обладает высоким адаптационным по-
тенциалом, проявляющимся в неблагоприятных 
условиях. Как будет продемонстрировано да-
лее, указанные обстоятельства обеспечивали не-
которую защиту лактобацилл в кислых средах 
по сравнению с водной суспензией тех же бак-
терий. Однако уровень этой защиты и, соответ-
ственно, количество жизнеспособных микроор-
ганизмов, попадающих в кишечник, не позволя-
ет реализовать в полной мере пробиотические 
свойства «Витафлора». Совершенствование пре-
парата предполагалось осуществить путем ми-
крокапсулирования лактобацилл с применени-
ем природных полисахаридов альгината и хито-
зана, а также с использованием двух различных 
технологий, основанных на экструзии или эмуль-
гировании бактериальных суспензий. Результа-
ты сравнения препаративных форм, полученные 
при моделировании условий прохождения про-
биотиков через ЖКТ человека, предполагалось 
использовать для рекомендаций по внедрению в 
производственную практику.
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Характеристика производственных штаммов 
препарата «Витафлор»

Лактобациллы, входящие в состав препарата 
«Витафлор», относятся к роду Lactobacillus, виду 
Lactobacillus helveticus ‒ штаммы D-75 и D-76. 
Вид переопределен из Lactobacillus acidophi
lus после полного секвенирования геномов [10]. 
Микроорганизмы были депонированы во Всерос-
сийском государственном научно-исследователь-
ском институте сельскохозяйственной микробио-
логии (Санкт-Петербург) в 2017 году. Бактерии 
Lactobacillus. helveticus относятся к фенотипиче-
ской группе молочнокислых бактерий на основа-
нии характерного типа ферментации – молочно-
кислого брожения. Установлена ярко выраженная 
антагонистическая активность этих лактобацилл 
в отношении широкого спектра аэробных, фа-
культативно-анаэробных и облигатно-анаэроб-
ных бактерий и грибов, нарушающих микроэко-
логическое состояние ЖКТ. Свойства пробиоти-
ков обусловлены продукцией неспецифических 
антимикробных метаболитов: молочной кисло-
ты, перекиси водорода, лизоцима и специфиче-
ских субстанций – бактериоцинов [11], поврежда-
ющих мембраны и инактивирующих клетки-ми-
шени. Антагонистическая активность препарата 
«Витафлор» проверена в отношении стандартных 
референсных культур, рекомендованных Центром 
экспертизы и контроля иммунобиологических 
препаратов ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
(Москва). Антагонистическая активность штамма  
Lactobacillus helveticus D-76 выше, чем Lactoba-
cillus helveticus D-75, что определяет симбиотиче-
ский эффект в комплексе этих штаммов [1].

Препараты
В работе использованы полисахариды альгинат 

натрия и хитозан (Sigma-Aldrich, США). Альгинат 
натрия (далее: альгинат) ‒ линейный водораствори-
мый полианионит, включающий мономеры манну-
роновой и гиалуроновой кислот. Хитозан ‒ раство-
римый в кислых водных растворах поликатионит 
со степенью деацетилирования 75% и молекуляр-
ной массой около 103 кДа. Химически чистые ре-
активы: HCl, NaOH, KH2PO4, CaCl2, – а также ра-
финированное подсолнечное масло («Благо», Рос-
сия). Все использованные растворы стерилизовали 
автоклавированием или фильтрацией через поры с 
размером 0,45 мкм (Sartorius, Германия).

Оборудование
В работе использовано следующее оборудо-

вание: термостат ВТ120 (LB, Чехия) для выра-

щивания микроорганизмов и моделирования ус-
ловий ЖКТ; центрифуга CM-50 (ELMI, Латвия) 
для концентрирования биомассы; спектрофото-
метр UV-1800 (Shimadzu, Япония) для опреде-
ления оптимального ресуспендирования клеток 
(после центрифугирования) в фосфатном буфере; 
рН-метр рН 213 (Hanna, Германия) для приготов-
ления растворов полисахаридов и модельных сред 
ЖКТ; инвертированный микроскоп TS100 (Nikon, 
Япония) для определения формы, размеров и по-
верхностных свойств микрокапсул; ультразвуко-
вой гомогенизатор HD2070 (Sonopuls, Германия) 
для разрушения микрокапсул; автоклав 2540NK 
(Tuttnauer, Германия) для стерилизации посуды 
и растворов; ламинарный шкаф ВЛ-22 («Сампо», 
Россия) для проведения процесса микрокапсули-
рования лактобацилл.

Определение количества  
жизнеспособных клеток

Определение количества жизнеспособных 
клеток в водных суспензиях проводили с помощью 
стандартного метода 10-кратных разведений и по-
следующего посева на питательный агар МРС-5. 
При исследовании микрокапсулированных препа-
ратов микрокапсулы предварительно разрушали с 
помощью ультразвука. Для этих целей зонд ульт-
развукового гомогенизатора помещали в исследу-
емый образец объемом 10 мл, который облучали 
в течение 1 мин. Продолжительность воздействия 
ультразвука и его мощность подбирали опытным 
путем, добиваясь разрушения микрокапсул (при 
этом мутная суспензия превращалась в опалесци-
рующую жидкость) и сохранения жизнеспособ-
ности клеток, что предварительно проверяли на 
суспензии некапсулированных лактобацилл с той 
же биологической активностью.

Методы микрокапсулирования 
микроорганизмов

Процесс создания такой препаративной фор-
мы включал смешивание пробиотиков с жидкой 
полимерной субстанцией, диспергирование полу-
ченной суспензии на мелкие микросферы с их по-
следующим превращением в микрокапсулы. Для 
диспергирования бактериальной суспензии в ла-
бораторных и производственных масштабах ис-
пользуют три способа: высокотемпературное вы-
сушивание при распылении, экструзия через 
небольшое (около 0,5 мм) отверстие и эмульгиро-
вание [2, 12]. В связи со значительной или полной 
инактивацией лактобацилл в результате распыли-
тельного высушивания суспензии клеток в поли-
мерной среде [8] мы не использовали этот метод. 
Два последних способа, описанных в литературе 
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[4, 5, 12], применены с небольшими модифика-
циями. Образование микрокапсул в обоих случа-
ях происходило путем ионотропного желирования 
микробиологических суспензий альгината при 
контакте с водным раствором CaCl2. Размеры ми-
крокапсул определяются размером бактериальных 
клеток и составляют обычно от сотен до тысяч ми-
крометров. При использовании экструзионного и 
эмульсионного методов для каждого эксперимен-
та специально проводили наработку биомассы ми-
кроорганизмов с последующим центрифугирова-
нием клеточной суспензии при 4000 об/мин в тече-
ние 5 мин на центрифуге CM-50 (ELMI, Латвия).

В случае экструзионного метода эксперимен-
тальным путем подбирали максимальные концен-
трации клеточной суспензии в фосфатном буфе-
ре, а также концентрацию и объем водного рас-
твора альгината, обеспечивающие получение в 
растворе CaCl2 стабильных микрокапсул круглой 
формы диаметром 1‒2 мм с гладкой поверхно-
стью. Оптимальная концентрация клеточной су-
спензии в фосфатном буфере (рН 7,2) составля-
ла около 107  КОЕ/мл, что соответствовало опти-
ческой плотности 2,0 при 600 нм (OD600). В случае 
повторных исследований исходную клеточную 
суспензию ресуспендировали до указанной вели-
чины ОD600. Для образования микрокапсул 1 мл 
полученной суспензии вводили в 50 мл водного 
раствора 2%-ного альгината. Смесь экструдиро-
вали с помощью шприца в виде отдельных капе-
лек через иглу диаметром 0,5 мм в 200 мл 0,05 М 
раствора CaCl2 в воде при медленном перемеши-
вании на магнитной мешалке в течение 15 мин 
до окончания процесса желирования альгина-
та. Покрытие отфильтрованных и промытых сте-
рильной водой альгинатных капсул дополнитель-
ной оболочкой [13] проводили, помещая их на 
10  мин в 200  мл 0,4%-ного раствора хитозана. 
рН раствора хитозана предварительно доводили 
до 6,0 для образования полиэлектролитного ком-
плекса с альгинатом.

Метод эмульсионной инкапсуляции также ши-
роко используется для защиты различных пробио-
тиков [4, 12] с получением того же продукта, что 
и при экструзии альгинатных микрокапсул, с вну-
триобъемным распределением жизнеспособных 
бактериальных клеток. В методе используют ана-
логичные технологические приемы: введение лак-
тобацилл в раствор альгината и его последующее 
желирование в присутствии ионов Са2+. Последо-
вательность эмульсионного микрокапсулирования 
включала получение клеточной суспензии, как и в 
предыдущем методе, для ее последующего введе-
ния в раствор альгината. Однако оптимальная кон-
центрация этой суспензии в физиологическом рас-

творе составляла около 109 КОЕ/мл, то есть была 
на 2 порядка выше по сравнению с экструзионным 
методом. В 20 мл 4%-ного раствора альгината в 
воде, нагретого до 40 ℃, вводили при тщательном 
перемешивании 4 мл полученной суспензии. Обра-
зование эмульсии типа «вода в масле» происходи-
ло в течение 5 мин при добавлении капель нагретой 
суспензии клеток в альгинате в 100 мл подсолнеч-
ного масла с 0,2 мл Tween-80 при перемешивании 
масляной фазы со скоростью 600 об/мин. Разруше-
ние эмульсии и образование микрокапсул происхо-
дило при быстром добавлении 100 мл водного рас-
твора 0,1 М CaCl2, охлажденного предварительно 
до 4 ℃. После желирования альгинатных капель 
в присутствии ионов Са2+ водную фазу с микро-
капсулами отделяли, а капсулы концентрировали 
центрифугированием и промывали 0,1 М раство-
ром CaCl2 и дистиллированной водой. В результа-
те получали альгинатные микрокапсулы сфериче-
ской формы с диаметром около 1 мм.

Моделирование условий ЖКТ
Проходя через ЖКТ, клетки пробиоти-

ка сначала попадают в кислую среду желудка с 
рН 1,0‒2,5, а затем в среду кишечника с рН 5‒7. 
Согласно Фармакопее США [2], начальные усло-
вия можно моделировать, доводя физиологиче-
ский раствор до рН 2 с помощью 0,01 М раство-
ра HCl. В  качестве модели среды кишечника со 
значением рН 7,2 использовали 1%-ный раствор 
КН2РО4, рН которого доводили до требуемого зна-
чения 0,2 М раствором NaOH. 

Анализ высвобождения клеток 
микроорганизмов из микрокапсул

Из-за большого размера пробиотических кле-
ток (0,6–1,5 мкм) их высвобождение  из микро-
капсул не связано с процессами диффузии и может 
происходить лишь при разрушении микрокапсул. 
Скорость выхода клеток в среду ЖКТ обуслов-
лена параметрами этой среды, продолжительно-
стью пребывания в ней, а также свойствами ми-
крокапсул. Учитывая данные ранее проведенных 
исследований, например, представленных в рабо-
те [13], мы помещали микрокапсулы в модельные 
среды желудка и кишечника соответственно на 1 
и 6 ч. Количество живых клеток в образцах опре-
деляли после экспозиций различной длительности 
при температуре 37 ℃. За исключением эмульси-
онного метода, исследуемые образцы содержали 
изначально одинаковое число клеток лактобацилл.

Исследование влияния среды на образцы ми-
крокапсул включало несколько этапов: приготов-
ление суспензии лактобацилл в растворе альгината 
натрия и получение альгинатных и альгинат-хито-
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зановых микрокапсул методом экструзии, а также 
альгинатных капсул методом эмульгирования, как 
указано выше. Из полученных микрокапсул было 
приготовлено 12 образцов (по 4  одинаковых об-
разца для каждого из трех способов микрокапсу-
лирования). Каждый образец содержал 500 мг 
капсул в пенициллиновых флаконах. Во все образ-
цы вносили по 10 мл раствора с рН 2, флаконы по-
мещали на 1 ч в термостат с температурой 37 ℃ 
(моделирование процессов в желудке), после чего 
в течение 1‒2 мин аккуратно отбирали с помощью 
шприца жидкость из всех флаконов. Три образца с 
микрокапсулами, полученными различными спо-
собами, разрушали с помощью ультразвука, как 
описано выше, и отбирали для высева на пита-
тельную среду с целью определения степени воз-
действия на лактобациллы кислой среды. В каж-
дый из 9 оставшихся флаконов вносили по 10 мл 
раствора с рН 7,2, после чего продолжали инкуба-
цию образцов при 37 ℃ (моделирование процес-
сов в кишечнике). Через определенные промежут-
ки времени (1, 2 и 6 ч) из термостата вынимали 
по одному образцу, приготовленному различны-
ми способами, отбирали надосадочную жидкость 
и определяли в ней количество жизнеспособных 
клеток, высвободившихся из микрокапсул. После 
6-часовой экспозиции и анализа части надосадоч-

ной жидкости весь образец обрабатывали ультраз-
вуком до полного разрушения микрокапсул и по-
лученный материал высевали на питательную сре-
ду. Обнаружено, что в течение 6 ч все бактерии, 
сохраняя жизнеспособность, успевают выйти из 
микрокапсул. Для оценки влияния инкапсулирова-
ния пробиотика на его устойчивость в среде ЖКТ 
анализировали изменение количества жизнеспо-
собных клеток в исходной суспензии лактобацилл 
и в суспензии с альгинатом, из которой получа-
ли микрокапсулы, используя условия обработки 
капсулированных препаратов.

Для оценки влияния капсулирования на эф-
фективность действия симбиотического комплек-
са пробиотических бактерий Lactobacillus helve-
ticus в качестве контроля использовали препарат 
«Витафлор», который подвергали аналогичным 
обработкам в тех же средах.

Все эксперименты проведены в трех по-
вторах, включая стадию наработки биомассы 
лактобацилл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Количества жизнеспособных клеток в суспен-
зиях и в микрокапсулах при воздействии сред с раз-
личными значениями рН представлены в табл. 1.

Та бл и ц а  1

Количество жизнеспособных клеток в суспензиях и микрокапсулах при воздействии сред с рН 2,0 и рН 7,2
The number of viable cells in suspensions and microcapsules when exposed to a medium with pH 2,0 and pH 7,2 

Состав
образца

Способ 
капсуляции

Количество жизнеспособных клеток, КОЕ/мл

Суспензия 
клеток

Капсулы с 
клетками

Экспозиция 
капсул при 
рН 2,0; 1 ч

Экспозиция 
капсул при 
рН 7,2; 1 ч

Экспозиция 
капсул при рН 

7,2; 2 ч

Экспозиция 
капсул при 
рН 7,2; 6 ч

1 2 3 4 5 6 7 8
Альгинат-
ные капсулы

Экструзия (4,3±0,8) ∙107 (2,2±0,3) ∙107 (2,7±0,7) ∙104 (8,3±0,4) ∙102 (4,3±0,4) ∙103 (3,3±0,5) ∙103

Альгинат-
но-хито-
зановые 
капсулы

Экструзия (4,3±0,6) ∙107 (1,2±0,1) ∙107 (6,7±0,8) ∙106 (6,0±0,5) ∙104 (3,3±0,6) ∙105 (1,7±0,4) ∙105

Альгинат-
ные капсулы

Эмульги
рование

(6,4±0,9) ∙109 (2,9±0,9) ∙109 (1,3±0,5) ∙108 (1,6±0,4) ∙106 (1,3±0,8) ∙108 (1,3±0,3) ∙107

Суспензия 
клеток в 
растворе 
альгината

– (5,7±1,0) ∙107 – (5,2±0,4) ∙102 (2,0±0,5) ∙107 (1,2±0,3) ∙102 < 10

Суспензия 
препарата 
«Витафлор»

– (8,1±0,5) ∙107 – (5,2±0,6) ∙103 – – (1,5±0,4) ∙102

Суспензия 
симбиоти
ческого 
комплекса

– (4,1±0,4) ∙107 – (7,7±0,6) ∙101 – – < 10
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МИКРОКАПСУЛИРОВАНИЕ ПРОБИОТИКОВ

Как видно из данных, представленных в табл.1, 
после инкубации капсулированных образцов в 
среде с рН 2 в них снижалось количество жизне-
способных клеток (сравните значения КОЕ/мл в 4 
и 5 столбцах), что может быть связано с присут-
ствием клеток вне капсул (практически инкапсу-
лировать все клетки невозможно, так как часть из 
них сорбируется на поверхности микрокапсул и 
остается при отмывании) или выходом их в агрес-
сивную среду из некачественных капсул.

В среде с рН 7,2 по значениям КОЕ/мл можно 
судить о скорости выхода лактобацилл из капсул 
и, следовательно, разрушении последних. Именно 
эту тенденцию можно проследить в течение пер-
вых двух часов (табл. 1, столбцы 6 и 7) для всех 
капсулированных препаратов ‒ количество кле-
ток, вышедших в среду, возрастало на порядок в 
течение второго часа инкубации. За последующие 
4 ч, то есть через 6 ч инкубации (столбцы 7 и 8), 
высвобождения бактериальных клеток не зареги-
стрировано, что, по-видимому, свидетельствует о 
полном их выходе из микрокапсул в течение 2 ч. 
При эмульсионном капсулировании через 6 ч чис-
ло жизнеспособных клеток даже снижалось, что 
может быть связано с их частичной агрегацией в 
присутствии остатков масляной фазы. 

При сравнении биологической активности об-
разцов, содержащих некапсулированные и капсу-
лированные лактобациллы (табл. 1, столбцы 3 
и 4), заметно лишь небольшое (приблизительно в 
5 раз) снижение числа жизнеспособных клеток в 
последнем случае, что положительно характери-
зует все использованные методы иммобилизации 
пробиотиков. Как следует из результатов воздей-
ствия среды на незащищенные микрокапсулами 
клетки в альгинатной суспензии, такая система не 
может быть использована при создании пробио-
тического препарата. Аналогичные результаты 
получены и в отсутствие какой-либо защиты кле-
ток от агрессивной среды в суспензии симбиоти-
ческого комплекса. Значительно увеличив содер-
жание лактобацилл в водной суспензии (на 2 по-
рядка), мы предполагали выявить «эффект 
кворума» [11, 14], но ожидаемых результатов не 
получили (данные не приводятся). На основании 
полученных результатов можно говорить о за-
щитном эффекте микрокапсулирования лактоба-
цилл после их пребывания в среде с рН 2 для всех 
использованных методов капсулирования. Наи-
меньший защитный эффект, с потерей около 4 по-
рядков жизнеспособных клеток, как и предпола-
галось, наблюдали в случае альгинатных капсул. 
Такое снижение, по-видимому, связано с дефекта-
ми альгинатных капсул, покрытых порами диаме-
тром 10‒50 нм [2]. Через эти поры иммобилизо-

ванные лактобациллы высвобождаться не могут в 
силу их большего размера (1–2 мкм), но возможна 
диффузия наружного раствора, в который поме-
щены микрокапсулы, что и приводит к инактива-
ции бактерий. Этот нежелательный процесс мож-
но предотвратить, покрыв альгинатную капсулу 
слоем хитозана. Действительно, при использова-
нии альгинатно-хитозановых капсул потери био-
логической активности инкапсулированных про-
биотиков после пребывания в желудочной среде в 
течение 1 ч и дополнительной 6-часовой экспози-
ции в среде кишечника составляли около 2 поряд-
ков, что гораздо меньше, чем в альгинатном вари-
анте. В работе [13] показано, что хитозан покры-
вает альгинатную капсулу слоем толщиной около 
10 мкм, образуя сложный полиэлектролитный 
комплекс. Важно, что при этом хитозан не прояв-
ляет присущей ему антимикробной активности в 
отношении капсулированных пробиотиков и ме-
няет поверхностный заряд микрокапсулы с от-
рицательного на положительный. Последнее об-
стоятельство способствует взаимодействию с от-
рицательно заряженной поверхностью слизистой 
ЖКТ и тем самым может дополнительно регули-
ровать прохождение транзиторной микрофлоры. 

Полученные нами результаты хорошо согла-
суются с данными Cook и соавт. [2, 13], которые 
анализировали изменение содержания жизнеспо-
собных клеток пробиотика Bifidobacterium breve 
при микрокапсулировании методом экструзии в 
присутствии альгината и хитозана и скорость их 
высвобождения из микрокапсул в течение 2 ч в 
среде с рН 7,2.

На основании представленных в табл. 1 резуль-
татов можно говорить о высокой степени защиты 
лактобацилл в альгинатных микрокапсулах, полу-
ченных эмульсионным методом и не покрытых хи-
тозановым слоем. В этом случае, по сравнению с 
экструзионным методом, значительно увеличива-
лось (на 2 порядка) содержание жизнеспособных 
клеток в исходной суспензии и в микрокапсулах. 
Возможно, при эмульсионном способе капсули-
рования поверхностный слой хитозана изменяет-
ся под действием масляной фазы, оставшейся по-
сле отделения микрокапсул от эмульсии. Однако, 
независимо от причин дополнительной устойчи-
вости клеток, очевидны важные преимущества 
эмульсионного способа микрокапсулирования 
пробиотика для получения препарата с требуемой 
для колонизации в толстой кишке концентрацией 
не ниже 106‒107 КОЕ/мл [2, 15]. К преимуществам 
эмульсионного метода можно также отнести про-
стоту получения микрокапсул и возможность мас-
штабирования без использования специального 
технологического оборудования.
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Как видно из данных, представленных в 
табл 1, поведение лактобацилл в препарате «Ви-
тафлор» отличается от их капсулированных ва-
риантов. Так, по сравнению с водными и альги-
натными суспензиями исследованных клеток 
без микрокапсулирования пробиотики препа-
рата «Витафлор» оказались более устойчивы-
ми к агрессивному действию модельных сред 
(на  1–2  порядка). Выше мы уже обсуждали эту 
особенность препарата, которая, по-видимому, 
связана, во-первых, с протективным действием 
питательной среды, используемой при культи-
вировании бацилл, и, во-вторых, с присутстви-
ем симбиотического комплекса. Однако количе-
ство жизнеспособных клеток, сохраняющихся в 
препарате «Витафлор» после его обработки при 
рН 2,0 и 7,2, не превышает 2 порядка, что ниже 
соответствующих значений для всех капсулиро-
ванных форм и на 5 порядков меньше, чем для по-
лученной эмульгированием.

Таким образом, нами показано, что для защи-
ты пробиотиков от инактивирующей среды ЖКТ, 
в том числе в желудке и в тонкой кишке, и полу-
чения высоких титров микроорганизмов для ко-
лонизации толстой кишки необходимо создание 
специальной формы этих препаратов. 

На примере штаммов, входящих в состав пре-
парата «Витафлор», показана возможность ин-
капсуляции жизнеспособных клеток в полимер-
ных матрицах альгината различными способами. 
Поверхность полученных при этом микрочастиц 
может быть покрыта хитозановой оболочкой, ко-
торая, образуя полиэлектролитный комплекс с 
альгинатом, обеспечивает дополнительную защи-
ту микроорганизмов в ЖКТ. Согласно получен-
ным результатам, использованные методы позво-
ляет капсулировать 90% пробиотических клеток с 
сохранением их жизнеспособности. Достаточная 
простота, отсутствие необходимости применения 
специального оборудования, воспроизводимость 
высоких результатов эмульсионного метода по-
зволяют рекомендовать этот метод для получения 
эффективных пробиотических препаратов.
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Abstract–Various technologies for producing different forms of probiotic preparations including Vitaflor 
have been compared. This preparation was created based on two symbiotic Lactobacillus helveticus strains, 
D-75 and D-76, with proven effects of syntrophy and synergism. It is produced in the form of freeze-dried 
lactobacilli biomass. It was shown that the biological activity of Vitaflor in an aggressive environment 
of the gastrointestinal tract (GET) was reduced to a level that excluded both bacterial colonization and 
therapeutic effect. Alginate-chitosan microcapsules containing the Vitaflor symbiotic complex protected 
the microorganisms from the aggressive action of the GET medium and provided their time-controlled 
release. The emulsion encapsulation turned out to be most effective: the protection of live lactobacilli was 
5 orders of magnitude higher than that in the Vitaflor preparation and 3 orders of magnitude higher than 
with the extrusion method of obtaining microcapsules. The emulsion encapsulation developed for Vitaflor 
can be applied to other microorganisms; the technique is rather simple, easily scalable and does not require 
complex equipment.

Keywords: probiotics, Lactobacillus helveticus, microencapsulation technology, natural polysaccharides, 
alginate, chitosan
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