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В последнее время возрос интерес к производству функциональных пробиотических пищевых продуктов, таких 
как сыр, йогурт и мороженое, а также напитков и продуктов на основе мяса, фруктов, шоколада и т. д. Однако 
ассортимент такой продукции крайне ограничен, что отчасти связано со сложностью сохранения жизнеспо-
собности пробиотических микроорганизмов. Проведено исследование термостабильности инкапсулированной 
культуры L. plantarum SP-A3 в условиях, моделирующих термообработку обогащенных пищевых продуктов. Объект 
исследования — условно чистая культура L. plantarum SP-A3 из пробиотического препарата «Лактобактерин» 
(НПО «Митроген»). Использовали глубинный метод культивирования на плотной питательной среде — MRS агаре 
при 37 °C. Производили инкапсулирование тестовой культуры в 2 % альгинатный гель с помощью аппарата B-390 
(Buchi) с использованием 2 % раствор лактата кальция в качестве закрепителя. Были получены и исследованы 2 
вида микрокапсул: размером 200–300 мкм и 400–600 мкм. Капсулы имели округлую правильную форму, матово-белый 
равномерный цвет и отличались упругостью. Эффективность инкапсулирования с предложенными параметрами 
составила около 89 %. Была изучена возможность применения модельной системы, имитирующей остывание 
пищевого продукта после термообработки. Наиболее критичный диапазон температур от 70 до 60 °C оба объекта 
проходят схожим образом, использование модельной системы для исследования выживаемости микроорганиз-
мов при охлаждении реального пищевого продукта после термообработки адекватно. Исследование не выявило 
статистически значимых различий между размером капсул (200–300 мкм и 400–600 мкм) и выживаемостью 
после термической обработки (74,7±0,7 % и 68,8±1,2 % соответственно). По сравнению с неинкапсулированными 
клетками (0 % в трех независимых экспериментах) микроинкапсулированные пробиотики демонстрировали более 
высокие показатели выживаемости — до 75,4 %. Таким образом, с использованием миикроинкапсулированных 
пробиотиков может быть расширен ассортимент пробиотических пищевых продуктов.
Ключевые слова: инкапсулирование, пробиотики, термостабильность, лактобациллы, котлеты, мясопродукты, тер-
мообработка, функциональные пищевые продукты.
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Recently, there has been increased interest in the production of functional probiotic food products such as cheese, yogurt 
and ice cream, as well as beverages and products based on meat, fruit, chocolate, etc. However, the range of such products 
is extremely limited, partly due to the difficulty of maintaining the viability of probiotic microorganisms. The thermal 
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stability of the encapsulated L. plantarum SP-A3 culture was evaluated under conditions simulating the heat treatment 
of fortified food products. The object of the study is nearly pure culture of L. plantarum SP-A3 from the probiotic drug 
Lactobacterin (Mitrogen NPO). We used deep culture method on a dense nutrient medium — MRS agar at 37°C. The 
test culture was encapsulated in a 2 % alginate gel by B-390 apparatus (Buchi) using a 2 % calcium lactate solution as 
a fixative. Two types of microcapsules were obtained and studied: 200–300 µm and 400–600 µm in size. The capsules had 
a rounded regular shape, matte white, uniform color and were elastic. The efficiency of encapsulation with the proposed 
parameters was about 89 %. We studied the possibility of using a model system simulating cooling of a food product after 
heat treatment. Both objects pass the most critical temperature ranges from 70 to 60 °C in a similar way, the use of a model 
system to study the survival of microorganisms when cooling a real food product after heat treatment is adequate. The 
study did not identify statistically significant differences between the capsule size (200–300 µm and 400–600 µm) and 
the survival after heat treatment (74,7±0,7 % and 68,8±1,2 %, respectively). Compared to unencapsulated cells (0 % in three 
independent experiments), microencapsulated probiotics showed higher survival rates of up to 75,4 %. Thus, with the use 
of microencapsulated probiotics, the range of probiotic foods can be expanded.
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Введение
В последние годы пробиотики привлекают все боль-

шее внимание из-за их терапевтического и профилакти-
ческого воздействия на человека. Пробиотики определя-
ются как «живые микроорганизмы, которые при введении 
в адекватных количествах приносят пользу здоровью хо-
зяина» [1]. В то же время, благодаря потенциальной поль-
зе пробиотиков для здоровья, мировой рынок пищевых 
добавок и пробиотических продуктов значительно увели-
чивается с каждым годом [2]. Однако производство функ-
циональных пищевых продуктов с заявленными пробио-
тическими свойствами отличается рядом трудностей, 
в первую очередь связанных с поддержанием жизнеспо-
собности пробиотических клеток, добавляемых в продук-
ты, в условиях обработки, хранения и потребления [3].

Внесение пробиотиков в продукт может осущест-
вляться различными способами. Наиболее прост метод 
внесения чистой жизнеспособной культуры в жидкий 
кисломолочный продукт. Однако, данным способом мо-
гут быть произведены продукты только одной ассорти-
ментной группы, а часть микроорганизмов инактивиру-
ется под действием желудочных ферментов и низкой 
кислотности [4]. Помимо этого, жизнедеятельность ми-
кроорганизмов накладывает определенные ограничения 
на срок хранения продукта, молочная кислота, выделя-
емая лактобактериями способна привести к его порче. 
Применение лиофильной сушки эффективно для полу-
чения чистых или таблетированных форм пробиотиков, 
и поэтому используется в фармацевтике. Однако этот 
дорогостоящий метод не подходит для производства 
функциональных пищевых продуктов [5]. Инкапсулиро-
вание микроорганизмов рассматривается в качестве воз-
можного способа увеличения выживаемости пробиоти-
ков, добавленных в различные пищевые матрицы [6]–[9].

Инкапсулирование защищает пробиотические ми-
кроорганизмы от воздействия агрессивных условий ЖКТ, 

повышая их выживаемость до целевого отдела — тол-
стого кишечника на 2 порядка [10]. Помимо этого, ин-
капсулирование обеспечивает повышение термостабиль-
ности культур микроорганизмов. Исследователи сооб-
щают о значительном росте выживаемости инкапсули-
рованных лактобактерий [11]. Это может позволить 
вносить пробиотики в пищевые продукты, требующие 
температурной обработки. Исследование возможности 
температурной обработки пищевых продуктов с инкапсу-
лированными пробиотическими культурами актуально, 
так как это позволит существенно расширить ассорти-
мент таких функциональных продуктов.

Цель работы — исследование термостабильности 
инкапсулированных микроорганизмов Lactobacillus 
plantarum SP-A3 для использования в составе функцио-
нальных пищевых продуктов с пробиотическими свой-
ствами.

Для достижения поставленной цели решались сле-
дующие задачи.

1.	Инкапсулировать пробиотические микроорганиз-
мы и определить свойства и размеры полученных ми-
крокапсул;

2.	Исследовать эффективность инкапсулирования 
культуры L. plantarum SP-A3 в микрокапсулы из альги-
ната натрия по предложенному способу;

3.	Оценить термоустойчивость инкапсулированной 
пробиотической культуры в модельной системе при на-
гревании до 70 °C;

4.	Оценить адекватность модельной системы по срав-
нению продолжительности ее охлаждения с данными 
для реального пищевого продукта.

Материалы и методы
Для проведения исследований был выбран штамм 

Lactobacillus plantarum SP-A3, выделенный из пробиоти-
ческого препарата «Лактобактерин» (НПО МИКРОГЕН, 
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Россия). Бактериоцины, продуцируемые Lb. plantarum, 
дают преимущество в колонизации и здоровой конку-
ренции в кишечнике хозяина, контролируя рост патоге-
нов [12, 13]. Помимо антибактериальной активности, 
пробиотические бактерии обладают антиоксидантной 
и холестериноснижающей способностью [14]. Было уста-
новлено, что некоторые штаммы Lb. plantarum и Lb. 
rhamnosus и их бесклеточные супернатанты обладают 
антиоксидантной активностью [15]. Другим важным 
свойством является снижение уровня холестерина про-
биотическими бактетериями, что может предотвратить 
гипохолестеринемию [16].

Для инкапсулирования использовали альгинат на-
трия (ООО «НОРДЕНА», Россия).

Подготовка культуры.
L. plantarum SP-A3 высевали в 500 мл бульона MRS 

(de Man, Rogosa, Sharpe) и инкубировали в аэробных ус-
ловиях при 37 °C в течение 24 ч для достижения стаци-
онарной фазы роста. Биомассу собирали и концентриро-
вали центрифугированием при 12100 g в течение 10 мин 
и дважды промывали стерильным 0,85 % солевым рас-
твором. На этапе после концентрирования количество 
жизнеспособных клеток составляло 108–109 КОЕ/мл. Су-
спензия была получена путем разведения концентриро-
ванной биомассы в стерильном 0,85 % солевым растворе 
в пропорции 1:9.

Инкапсулирование.
Инкапсулирование производилось на аппарате B-390 

(BUCHI, Швейцария). Раствор альгината натрия (3 %) 
и суспензии микроорганизмов смешивали в пропорции 
9:1 и осторожно перемешивали в течение 30 мин. Суспен-
зию подавали по каплям через сопло в закаливающий 
раствор, содержащий лактат кальция (0,1 М). Формиро-
вание капсул происходило за счет формирования ионных 
сшивок. Полученные капсулы перемешивали в растворе 
лактата кальция в течение 40 мин для затвердевания по-
лимерной структуры, фильтровали через фильтр с раз-
мером ячеек 0,18 мм, дважды промывали стерильной 
дистиллированной водой.

Эффективность инкапсулирования.
Как клеточная суспензия, так и альгинатные шари-

ки были проанализированы для оценки эффективности 
инкапсулирования, выраженной в виде выхода инкапсу-
ляции (EЕ) Жизнеспособность лактобактерий оценивали, 
как описано Chávarri et al. [16]. Образцы капсул (100 мг) 
полностью растворяли в 9 мл 0,1М цитрата натрия при 
легком перемешивании в течение 20 мин. После этого 
гомогенизированные образцы разбавляли до соответ-
ствующей концентрации и высевали на агар МRS. Об-
разцы инкубировали в течение 3 сут при 37 °С. После 
этого измеряли жизнеспособность инкапсулированных 
клеток. Производился подсчет колониеобразующих еди-
ниц (КОЕ/мл) в пробах. Степень жизнеспособности рас-
считывали в соответствии с уравнением (А):

EE A= ґ
log
log

%( ).10 1

10 0

100N
N

При этом N0 — количество захваченных бактери-
альных клеток, загруженных внутрь капсулы, а N1 — ко-
личество свободных бактериальных клеток, добавленных 
в биполимерную смесь в процессе приготовления капсул. 
Количество клеток L. plantarum SP-A3 выражали как 
среднее значение ± стандартное квадратичное отклоне-
ние из трех независимых экспериментов.

Термоустойчивость свободных и микроинкапсули-
рованных L. plantarum SP-A3.

Биомассу L. plantarum и инкапсулированные образ-
цы взвешивали и переносили в стерильную дистилли-
рованную воду (10 мл) в тонкостенных пробирках и под-
вергали термической обработке. Содержимое пробирок 
было подвергнуто термообработке путем доведения 
температуры в центре сосуда до 71 ± 1 °C на водяной бане 
и остывания на воздухе до температуры 22 ± 2 °C при 
естественной конвекции. Количество клеток L. plantarum 
SP-A3 выражали как среднее значение ± стандартное 
квадратичное отклонение из трех независимых экспери-
ментов. С помощью термопары измеряли температуру 
в термическом центре пробирки каждые 30 с до дости-
жения 37 °C.

Статистический анализ.
Статистический анализ проводили с помощью про-

граммы SMath Studio версии 0,99 сборка 7822. T-критерий 
Стьюдента использовался для определения статистиче-
ской значимости различий средних величин.

Результаты и их обсуждение
Характеристика и фото капсул.
В результате инкапсулирования были получены ми-

крокапсулы правильной округлой формы (рис. 1). Отме-
чена высокая упругость микрокапсул, которые не теряли 
форму и не разрушались после надавливания шпателем. 
Для разрушения капсул приходилось применять расти-
рание в фарфоровой ступке при помощи пестика. Цвет 
микрокапсул матово-белый, равномерный. Было произ-
ведено 2 вида капсул разного размера (200–300 мкм 
и 400–600 мкм). Отклонения, в размере около 15 % капсул, 
обосновывается способом их получения.

Эффективность инкапсулирования.
При инкапсулировании в альгинатную матрицу 

часть клеток L. plantarum могла погибнуть или быть 
смыта с поверхности полученных капсул, таким образом 
этот процесс оказывает определенное влияние на коли-
чество жизнеспособных микроорганизмов. Для опреде-
ления влияния данного процесса на число жизнеспособ-
ных микроорганизмов исследовали эффективность ин-
капсулирования по уравнению А, результаты представ-
лены на  табл.  1. В  работе [17] эффективность 
инкапсулирования в микрокапсулы была очень высокой 
(до 93 %), более того, капсулы обеспечивали жизнеспо-
собность клеток в течение более длительного времени 
по сравнению со свободной культурой микроорганизмов. 
Представленные в табл. 1 экспериментальные данные 
подтверждают результаты о высокой эффективности ин-
капсулирования L. plantarum в микрокапсулы из альги-
ната натрия. Это может служить обоснованием целесо-
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образности использования микрокапсулирования в про-
изводстве пробиотических и обогащенных продуктов.

жизнеспособность свободной 
и микроинкапсулированной форм L. plantarum 
SP-A3 при термической обработке.

Большинство пробиотических культур микроорга-
низмов обладают низкой термостабильностью, и их про-
мышленное использование сопряжено с рядом трудно-
стей, в частности, необходимостью проведения щадящих 
режимов термообработки. Повышение термической 
устойчивости пробиотических культур необходимо для 
их внедрения в производство более широкого ассорти-
мента пищевых продуктов. Микроинкапсулирование 
может способствовать сохранению жизнеспособности 
пробиотиков при термообработке.

В данном исследовании влияние микроинкапсули-
рования на термостабильность оценивали с помощью 
воздействия летального теплового стресса путем дове-
дения реакционного центра сосуда с микрокапсулами 
до температуры 70 °C и последующего остывания, что 
соответствует параметрам термообработки ряда пище-
вых продуктов. Жизнеспособность свободной и микро-
инкапсулированной форм L. plantarum SP-A3 после тер-
мической обработки представлены в табл. 2.

По сравнению с  неинкапсулированными клетками, 
выживаемость которых составила 0 % в трех независи-
мых экспериментах, микроинкапсулированные пробио-
тики демонстрировали значительно (p < 0,05) более вы-
сокие показатели выживаемости до 75,4 %. Теплозащит-
ная характеристика микрокапсул с L. plantarum LAB12 
была изучена в работе [11]. В приведенном исследовании 
способность микрокапсул защищать L. plantarum LAB12 
от тепла оценивалась через воздействие смертельного 
теплового стресса при 75 °C в течение 30 с и 90 °C в те-
чение 5 с. Микроинкапсулированный вариант L. plantarum 
LAB12 демонстрировал значительно (p <0,05) более вы-
сокие показатели выживаемости до 95,5 % и 94,1 % при 
воздействии 75 °C в течение 30 с и  90 °C в течение 5 с, 

Рис. 1. Микрокапсулы L. plantarum SP-A3 с размерами 400–600 
мкм на предметном стекле

Fig. 1. L. plantarum SP-A3 microcapsules (400–600 µm) 
on a slide

Таблица 1
Эфф ективность инкапсулирования культуры L. 

plantarum SP‑A3

Table 1
Encapsulation effi ciency of L. plantarum SP‑A3 culture

Размер 
микро-

капсул, мкм

Концентрация 
биомассы, 

КОЕ/мл

Концентрация 
в микрокапсулах, 

КОЕ/мл

Эффективность 
инкапсулирова-

ния, %

200–300 (3,73±0,21) ×108 (3,3±0,3) ×108 88,9±2,5

400–600 (3,2±1,5) ×109 (2,8±1,6) ×109 89±10

Таблица 2 
Выживаемость свободной 

и микроинкапсулированной форм 
L. plantarum SP‑A3 при термической обработке

Table 2
Viability of free and microencapsulated forms of 

L. plantarum SP‑A3 during heat treatment

Размер 
капсул, 

мкм

Количество 
микроорганизмов 

до нагревания, 
КОЕ/мл

Количество 
микроорганизмов 
после нагревания, 

КОЕ/мл

 Выживаемость, 
%*Log10 
(KOE/мл) 

200–300 3,3±0,3×108 2,3±0,3×106 74,7±0,7
400–600 2,8±1,6×109 2,8±0,7×106 68, 8±1,2

соответственно. Размер капсул в приведенном исследо-
вании составлял 1300–1400 мкм. Приведенные в табл. 2 
результаты подтверждают, что микрокапсулы с меньши-
ми размерами также обладают достаточным уровнем 
термостабильности для их дальнейшего внесения в опре-
деленные пищевые продукты.

Связь размера микрокапсул и выживаемости микро-
организмов в неблагоприятных условиях моделирующих 
ЖКТ была изучена в работе [18]. Исследование показало, 
что жизнеспособность инкапсулированных форм Lb. casei 
в искусственном желудочном соке положительно корре-
лирует с диаметром капсул. Согласно данным двухфак-
торного дисперсионного анализа 58,6 % дисперсии кор-
релировало с текстурными свойствами и диаметром, 
20,2 % коррелировало со сферичностью микрокапсул. 
Однако нами не были найдены опубликованные научные 
данные об анализе связи размера микрокапсул и термо-
стабильности микроорганизмов.

В проведенном исследовании не было выявлено ста-
тистически значимых различий между размером капсул 
 (200–300 мкм и 400–600 мкм) и жизнеспособностью ми-
кроорганизмов после термической обработки ( 74,7±0,7 % 
и 68,8±1,2 %, соответственно). Больший размер микро-
капсул был признан нецелесообразным, так как способен 
повлиять на структурно-механические и органолепти-
ческие свойства пищевых продуктов.

Кривые остывания продукта и модельного реактора.
Анализ процесса охлаждения после термической 

обработки позволяет оценить длительность воздействия 
высокой температуры на микроорганизмы, аналогично 
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возможному сценарию приготовления и последующего 
употребления пищевого продукта в пищу. После дове-
дения продукта до температуры 70 °C предполагается 
его удаление с греющей поверхности или из пароконвек-
томата и размещение в условиях, где продукт охлажда-
ется окружающим воздухом при естественной конвекции. 
Культура L. plantarum SP-A3 является мезофильной. 
Температурный оптимум для мезофилов составляет 
30–45 °С [19]. Модельная система достигает 60 °C 
за 1,5 мин, продукт (мясная котлета из говядины диаме-
тром 110 мм и толщиной 10 мм) достигает этой же тем-
пературы за 2 мин. Таким образом, остывание продукта 
до температуры, вносящей минимальный вклад в потерю 
жизнеспособности молочнокислоых микроорганизмов, 
происходит на треть медленнее по сравнению с модель-
ной системой. Верхней границы температурного опти-
мума для развития L. plantarum SP-A3 модельная систе-
ма достигает за 6 мин, продукт — за 9 мин. Так как наи-
более критичный диапазон температур от 70 до 60 °C оба 
объекта проходят в границах близких к доверительному 
интервалу измерения температуры, а дальнейшее охлаж-
дение уже не влияет на потерю жизнеспособности про-
биотической культуры, использование модельной систе-
мы в качестве имитации охлаждения реального пищево-
го продукта адекватно. То есть, сохранение жизнеспо-
собности инкапсулированных пробиотических 
микроорганизмов в составе реального продукта будет 
близко к полученному в проведенном эксперименте.

Сопоставлением кривых остывания модельной си-
стемы (состоящей из тонкостенной пробирки, наполнен-
ной 10 мл дистиллированной воды) и реального пищево-
го продукта было обосновано использование данной 
модели для проверки термостабильности пробиотических 
ингредиентов.

Заключение
В результате предложенного процесса инкапсули-

рования удалось получить однородные микрокапсулы 

правильной круглой формы. Эффективность инкапсули-
рования составила около 89 %. Было приведено обосно-
вание выбора системы, моделирующей приготовление 
пищевого продукта. Проанализирована термостабиль-
ность инкапсулированной культуры L. plantarum SP-A3 
в модельных условиях. Установлено, что использование 
микрокапсулирования при размере капсул 200–300 мкм 
и 400–600 мкм значительно повышает жизнеспособность 
тестовой культуры после термического воздействия. 
По сравнению с неинкапсулированными клетками, пол-
ностью потерявшими жизнеспособность в трех незави-
симых экспериментах, микроинкапсулированные про-
биотики продемонстрировали выживаемость до 75,4 %. 
Не было установлено статистически значимого влияния 
размера капсул в диапазоне 200–600 мкм на выживае-
мость L. plantarum при температурной обработке, моде-
лирующей приготовление пищевого продукта.

Показано, что микроинкапсулирование проиботи-
чесих микроорганизмов может применяться для их вне-
сения в продукт, подвергающийся термообработке до 70 
°C в центре.

Таким образом, может быть расширен ассортимент 
пробиотических пищевых продуктов, в частности, могут 
быть разработаны пробиотические мясные, мясорасти-
тельные и растительные замороженные полуфабрикаты, 
подвергающиеся термообработке непосредственно перед 
употреблением.
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