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Біотехнологічні дослідження під час розробки льодяників 
з пробіотиками 

Метою роботи була розробка льодяників з пробіотичними компонентами для лікування і профілактики 
ЛОР-захворювань та аналіз їх ефективності.

Матеріали та методи. Об’єктами дослідження були льодяники на основі ксиліту та сорбіту двох складів – на осно-
ві живих пробіотичних культур та їх метаболітів. Методами контролю ефективності зразків обрано: визначення 
кількості життєздатних лактобактерій під час дослідження їх сумісного використання із компонентами препарату 
та кількості життєздатних бактерій у готових оральних пробіотиках методом Коха (метод прямого висівання на 
чашки) та метод дифузії в агар з визначенням зони затримки зростання тест-штамів мікроорганізмів. 

Результати та їх обговорення. Проведені дослідження властивостей пробіотичних штамів L. fermentum 
90-ТЦ та L. plantarum 8P-A3 довели перспективність їх застосування в оральному пробіотичному засобі. Також за-
пропоновано використовувати як діючі компоненти метаболіти цих штамів, що мають досить великий антимікробний 
потенціал до умовно-патогенних мікроорганізмів, які викликають інфекційні ЛОР-захворювання. Приготовлені 
оральні пробіотичні препарати у вигляді льодяників двох складів – на основі живих лактобактерій та на основі 
їх метаболітів – виявили високу ефективність, виживаність бактерій та, відповідно, антимікробні властивості.

Висновки. У ході проведення комплексу теоретичних, технологічних та біотехнологічних досліджень роз-
роблено льодяники з пробіотиком двох складів (на основі життєздатних пробіотичних культур та їх метаболітів), 
що після подальших досліджень можуть бути рекомендовані як біологічно активна добавка для підтримки ро-
тової мікрофлори, стимуляції власного імунітету та як лікувально-профілактичний засіб при інфекційних захво-
рюваннях ротової порожнини дорослих і дітей.
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The biotechnological studies when developing lozenges with probiotics
Aim. To develop lozenges with probiotic components for the treatment and prevention of ENT diseases and ana-

lyze their effectiveness.
Materials and methods. The study objects were lozenges based on xylitol and sorbitol of two compositions – 

based on live probiotic cultures and their metabolites. The following methods of control of the sample efficiency were 
chosen: determination of the number of viable lactobacilli in the study of their combined use with the drug components 
and the number of viable bacteria in finished oral probiotics by the Koch method (direct seeding on cups), as well as the method 
of diffusion into agar with the growth inhibition zone determination.

Results and discussion. The studies of the properties of probiotic strains of L. fermentum 90-TC and L  plan-
tarum 8P-A3 have shown the prospects for their use in oral probiotics. It has been also proposed to use metabolites 
of these strains as active components, which have a rather high antimicrobial potential to opportunistic pathogens that 
cause infectious ENT diseases. The oral probiotics in the form of lozenges of two compositions – based on live lacto-
bacilli and their metabolites – have shown high efficiency, bacterial survival and antimicrobial properties, respectively.

Conclusions. During the complex of the theoretical, technological and biotechnological studies, lozenges with a pro-
biotic of two compositions (based on viable probiotic cultures and their metabolites) have been developed. After further 
research they can be recommended as a biologically active additive to support the oral microflora, stimulate the own immu-
nity and as a therapeutic and prophylactic agent in infectious diseases of the oral cavity for use in both adults and children.
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Биотехнологические исследования при разработке леденцов с пробиотиками
Целью работы была разработка леденцов с пробиотическими компонентами для лечения ЛОР-заболеваний 

и анализ их эффективности.
Материалы и методы. Объектами исследования были леденцы на основе ксилита и сорбита двух со-

ставов – на основе живых пробиотических культур и их метаболитов. Методами контроля эффективности об-
разцов избраны: определение количества жизнеспособных лактобактерий при исследовании их совместного 
использования с компонентами препарата и количества жизнеспособных бактерий в готовых оральных пробио-
тиках методом Коха (метод прямого посева на чашки) и метод диффузии в агар с определением зоны задержки 
роста тест-штаммов микроорганизмов.
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Результаты и их обсуждение. Проведенные исследования свойств пробиотических штаммов L. fermentum 
90-ТЦ и L. plantarum 8P-A3 показали перспективность их применения в оральном пробиотическом средстве. 
Также в качестве действующих компонентов предложено использовать метаболиты данных штаммов, обладаю-
щие достаточно большим антимикробным потенциалом к условно-патогенным микроорганизмам, вызывающим 
инфекционные ЛОР-заболевания. Приготовленные оральные пробиотические препараты в виде леденцов двух 
составов – на основе живых лактобактерий и на основе их метаболитов – показали высокую эффективность, 
выживаемость бактерий и, соответственно, антимикробные свойства. 

Выводы. В ходе проведения комплекса теоретических, технологических и биотехнологических исследова-
ний разработаны леденцы с пробиотиком двух составов (на основе жизнеспособных пробиотических культур 
и их метаболитов), которые после дальнейших исследований могут быть рекомендованы как биологически 
активная добавка для поддержки ротовой микрофлоры, стимуляции собственного иммунитета и как лечебно-
профилактическое средство при инфекционных заболеваниях ротовой полости взрослых и детей.

Ключевые слова: пробиотик; леденцы; ЛОР-заболевания

Вступ. Останнім часом збільшується популярність 
біологічно активних добавок до їжі та функціональ-
них продуктів харчування із пробіотичними компо-
нентами, мета яких за вживання в адекватних дозах 
позитивно впливати на організм людини [1, 2]. 

Сьогодні більшість пробіотиків, представлених 
на ринку, використовують для нормалізації шлун-
ково-кишкового тракту. Однак розуміння того, що 
багато захворювань людини можуть бути пов’язані 
або безпосередньо (наприклад, карієс, пародонтоз  
і кандидоз порожнини рота), або побічно (серцево- 
судинні захворювання і, ймовірно, навіть ожиріння) 
з можливим дисбалансом мікробіоти ротової порож- 
нини, сприяло вивченню пробіотиків нового напря-
му, а саме продуктів, здатних підтримувати і віднов-
лювати здоров’я мікробіоти порожнини рота [3].

Наразі зібрано відомості щодо близько 700 родів 
мікроорганізмів, які населяють ротову порожнину. 
Найпоширеніші в ротовій порожнині є представники 
роду Streptococcus, однак на слизовій щік у великій 
кількості виявляються представники роду Haemophilus, 
у супрагінгівальній дентальній бляшці – актиномі-
цети, у субгінгівальній бляшці – представники роду 
Prevotella, а традиційні лактобактерії Lactobacillus spp. –   
в основному представники транзиторної мікрофло-
ри [3, 4]. 

Найбільш логічною стратегією для розробки про-
біотичних препаратів є застосування штамів, виділе-
них з їхнього природного місця існування. Саме тому 
останнім часом для розробки оральних пробіотиків 
широко застосовують штами Streptococcus spp., зо-
крема S. salivarius, який одним із перших колонізує 
порожнину рота людини і зберігається там протягом 
усього життя як домінантний представник нормаль-
ної мікробіоти ротової порожнини [5, 6]. Але, на нашу 
думку, не варто забувати й про традиційні лактобак-
терії та біфідобактерії, які хоча й не персистентні 
в порожнині рота, але значною мірою пов’язані зі 
стимуляцією імунної системи.

Запальні захворювання ЛОР-органів у дітей є ак-
туальною проблемою не тільки отоларингологів і пе-
діатрів, що пов’язано з високою поширеністю цих 
захворювань, а також здатністю провокувати й під-
тримувати захворювання інших органів і систем ор-
ганізму [7]. Серед бактеріальних збудників ЛОР-захво- 
рювань найбільше значення має Streptococcus pyo- 
genes [8]. Власне тому вважають, що ключовими особ- 

ливостями ідеального орального пробіотика повин- 
ні бути відсутність патогенних властивостей і наяв-
ність потужної інгібувальної активності щодо S. pyo- 
genes та патогенів, які викликають захворювання по-
рожнини рота і ЛОР-органів.

З урахуванням потреб педіатричної практики роз-
ширення спектра препаратів для лікування ЛОР-захво- 
рювань можливе за рахунок розробки оральних про-
біотиків у вигляді льодяників. 

Метою роботи є попередні дослідження щодо 
створення льодяників з пробіотичними компонента-
ми для лікування і профілактики ЛОР-захворювань, 
зокрема дитячих.

Матеріали та методи. Як пробіотичний компо-
нент для створення орального пробіотика у вигляді 
льодяників ми обрали класичні лактобактерії Lacto- 
bacillus fermentum 90-ТЦ та Lactobacillus plantarum 
8P-A3, які є транзиторною мікрофлорою для рото-
вої порожнини, мають високий імуностимулюваль-
ний ефект на організм та антагоністичні властивості. 

Аналізуючи наявні препарати й технології, ми 
зустріли відомості про перспективність використан-
ня не тільки живих бактерій, а і їх метаболітів, що 
становлять суміш великої кількості біологічно актив-
них та антибіотикоподібних речовин. Тому ми вирі-
шили працювати у двох напрямках, створити дві се- 
рії дослідів. Перша – льодяники із живими пробіо-
тичними культурами, друга – льодяники з їх мета-
болітами.

Як компоненти для виготовлення льодяникової 
маси було обрано ксиліт та сорбіт. Ксиліт є сирови-
ною, що останнім часом привертає увагу виробни-
ків карамелі завдяки смаку хорошої якості, відчут-
тю прохолоди під час споживання, низькій теплоті 
плавлення кристалів, а також ефекту захисту від ка-
рієсу. Ми зупинилися на ньому ще через необхідність 
зниження негативного впливу великої кількості цук- 
ру в дитячих формах та необхідність зниження тем-
ператури плавлення маси під час використання жи-
вих пробіотичних культур. Крім цього, у технології 
карамелей використання ксиліту полегшує їх забарв-
лення – додавання барвників у льодяникову масу на 
основі ксиліту зумовлює яскраве та інтенсивне за-
барвлення, що важливе для створення привабливої 
дитячої форми.

Однак під час створення ксилітвмісних караме-
лей процес кристалізації ксиліту, а саме затвердіння 
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карамелі в початковій стадії в розплавленому стані, 
відбувається необоротно протягом дуже короткого пе-
ріоду часу, і як наслідок, зникає плинність і погіршу-
ється технологічність, тому в сучасних практиках зас- 
тосовують додавання сорбіту до льодяникової осно-
ви [9, 10].

Окрім сорбіту, для поліпшення технологічності 
льодяникової маси, а також для захисту пробіотич-
ної біомаси від негативних впливів температурного 
чинника та рівномірного розподілення ліофілізова-
ної пробіотичної біомаси нами було запропоновано 
додавати гуміарабік (загущувач, що запобігає крис-
талізації ксиліту, усуває утворення піни та грудок під 
час розчинення пробіотичної біомаси, постає як пре-
біотичний компонент під час відновлення пробіотич- 
них культур у ротовій порожнині) [11] та аскорбіно-
ву кислоту як пребіотичний компонент [12], що за-
хищає живі клітини від пошкодження та стимулює 
активність відновлення живих клітин із льодяника 
в ротовій порожнині. Для забарвлення льодяників 
використовували ферментований рис.

У роботі застосовували класичні технологічні прийо-
ми для виготовлення льодяників та мікробіологічні 
методи. Для визначення кількості життєздатних лакто-
бактерій під час дослідження їх сумісного викорис-
тання із компонентами препарату та кількості жит-
тєздатних бактерій у готових оральних пробіотиках 
використовували метод Коха (метод прямого висіван-
ня на чашки). Для визначення антагоністичної актив-
ності метаболітів пробіотичних штамів проти умовно- 
патогенних тест-штамів Staphylococcus aureus АТСС 6538, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans 
ATCC 10231, Escherichia coli АТСС 8739 використо-
вували метод дифузії в агар (метод «колодязів»).

Також використовували культивування пробіотич-
них культур у рідкому живильному середовищі із  
подальшою фільтрацією крізь фторопластові фільтри, 

що зарекомендували себе як перспективні для біо-
технологічних досліджень [13]. Для проведення про-
цесів фільтрації з метою отримання метаболітів куль- 
туральної рідини пробіотичних культур використо-
вували фторопластові фільтрувальні елементи, нада-
ні за договором про наукове співробітництво кафед- 
рою технології матеріалів ННІ Технічного сервісу 
Харківського національного технічного університе-
ту сільського господарства імені Петра Василенка. 

Роботи щодо розробки складу та технології ди-
тячої оральної форми у вигляді льодяників з пробіо-
тиками проводили з дотриманням правил асептики 
в ламінарному боксі кафедри біотехнології НФаУ.

Результати та їх обговорення. На першому етапі 
роботи вивчали можливості сумісного використан-
ня пробіотичних культур із компонентами, що їх було 
обрано для складу льодяникової маси (ксиліт, сорбіт, 
гуміарабік, аскорбат натрію, ферментований рис). 
Для цього проводили культивування штамів L. fermen- 
tum та L. plantarum у рідкому середовищі МРС із до-
даванням відповідних компонентів льодяникової маси 
протягом 48 год за температури 37 °С. Після сумісно-
го культивування у кожному досліді визначали кіль-
кість клітин за методом Коха. Результати дослідів по- 
рівнювали з контролем (із тим же вмістом початко-
вої посівної дози без додавання компонентів).

Результати вивчення можливості сумісного ви-
користання пробіотичних культур із компонентами 
льодяникової маси наведено в таблиці 1.

Порівнюючи результати табл. 1, бачимо, що кіль-
кість клітин у дослідах сумісного культивування про-
біотичних культур із компонентами не менша, ніж 
у контролі, що свідчить про їх можливість застосуван- 
ня разом у складі льодяникової маси. Крім цього, від-
значається суттєве збільшення клітин за додавання гу-
міарабіку та аскорбату натрію, що доводить їх перспек-
тивність застосування як пребіотичних компонентів.

Таблиця 1
Результати вивчення можливості сумісного використання пробіотичних культур  

із компонентами льодяникової маси

№ Компонент Початкова посівна доза, КУО*/мл Кількість мікроорганізмів, КУО/мл
L. fermentum 90-ТЦ

1 Ксиліт 

(0,55 ± 0,60) × 103

(4,05 ± 0,20) × 1010

2 Сорбіт (7,25 ± 0,15) × м1010

3 Гуміарабік (5,65 ± 0,15) × 1013

4 Аскорбат натрію (3,80 ± 0,30) × 1014

5 Ферментований рис (4,35 ± 0,20) × 1010

6 Контроль (3,12 ± 0,10) × 1010

L. plantarum 8P-A3
7 Ксиліт 

(0,75 ± 0,20) × 103

(1,45 ± 0,14) × 109

8 Сорбіт (6,05 ± 0,15) ×109

9 Гуміарабік (1,50 ± 0,20) ×1013

10 Аскорбат натрію (1,74 ± 0,40) × 1013

11 Ферментований рис (2,35 ± 0,05) × 109

12 Контроль (1,76 ± 0,10) × 109

Примітка: * КУО – колонієутворювальні одиниці; n = 5, p = 95.
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Для другої серії оральних льодяників ми припус-
кали використовувати не живі культури, а їх метабо-
літи. Для цього вирощували пробіотичні культури 
протягом 72 год за температури 37 °С та відфільтрову-
вали крізь фторопластові фільтрувальні елементи. 
Отримані таким чином розчини метаболітів переві-
ряли на наявність антимікробних властивостей (щодо 
умовно-патогенних штамів, які є основними інфек-
ційними агентами ротової порожнини) та стимулю-
вальних властивостей (щодо представників нормаль-
ної мікрофлори) методом дифузії в агар за зонами 
затримки зростання культур.

Результати цієї серії дослідів (табл. 2) довели наяв-
ність антимікробних властивостей метаболітів про-
біотичних культур L. fermentum 90-ТЦ та L. planta- 
rum 8P-A3 щодо штамів умовно-патогенних мікро-
організмів та відсутність негативного впливу на влас-
не пробіотичні культури, що, своєю чергою, свідчить 
про перспективність застосування метаболітів у скла-
ді оральних пробіотиків.

На основі живих пробіотичних культур – ліофі-
лізована біомаса L. fermentum 90-ТЦ та L. plantarum 
8P-A3 у співвідношенні 1 : 1 (загальна кількість бак- 
терій 1 × 1010 КУО/мл) – було виготовлено льодяни-
ки першого складу за такою технологією: плавлення 
композиції на основі ксиліту з доданим до неї сорбі-
том з частиною води, охолодження композиції до тем-
ператури нижче температури плавлення, змішування 
аскорбінової кислоти з ліофілізованою пробіотичною 
біомасою і гуміарабіком та розчинення в теплій воді 
до однорідної консистенції, додавання отриманої сус-
пензії в підготовлену льодяникову масу, ретельне та 
швидке перемішування, додавання барвника, перемі-
шування, розливання композиції у змазані форми з по-
дальшим охолодженням для затвердіння.

На основі метаболітів пробіотичних культур було 
виготовлено льодяники другого складу за такою тех-

нологією: плавлення композиції на основі ксиліту 
з доданим до неї сорбітом з водою, охолодження ком-
позиції до температури нижче температури плавлен-
ня, додавання розчину метаболітів у підготовлену льодя- 
никову масу, ретельне та швидке перемішування, до-
давання барвника, перемішування, розливання ком-
позиції у змазані форми з подальшим охолодженням 
для затвердіння.

Ефективність розроблених льодяників оцінювали 
за збереженням властивостей розробленого продук-
ту, а саме: загальної кількості життєздатних клітин – 
для складу 1, а антимікробних властивостей – для 
складу 2. Перед визначенням готові льодяники по-
дрібнювали, розчиняли в теплій стерильній воді (10 : 1) 
та проводили дослідження. Результати визначення ефек-
тивності розроблених льодяників складу 1 та скла-
ду 2 наведено в табл. 3 та 4 відповідно.

Результати досліджень табл. 3 свідчать про деяке 
зниження кількості мікроорганізмів у льодяниках, але 
зі збереженням ефективної дози.

Результати досліджень табл. 4 засвідчують деяке 
зниження антимікробних властивостей, але на прий- 
нятному для цих продуктів рівні.

Висновки та перспективи подальших дослі-
джень. У ході проведення комплексу теоретичних, тех-
нологічних та біотехнологічних досліджень було роз- 
роблено оральну форму з пробіотиком у вигляді льодя-
ників двох складів (на основі життєздатних пробіо-
тичних культур та їх метаболітів), яку після прове-
дення хіміко-фізичних досліджень та визначення її 
безпечності може бути рекомендовано як біологічно 
активну добавку для підтримки ротової мікрофло-
ри, стимуляції власного імунітету та як лікувально-
профілактичний засіб при інфекційних захворюван- 
нях ротової порожнини для застосування як у дорос-
лих, так і в дітей.

Конфлікт інтересів: відсутній.

Таблиця 2 
Результати визначення антимікробних 

властивостей метаболітів пробіотичних культур

№ Тест-культури Зона затримки 
зростання, мм

Метаболіти L. fermentum 90-ТЦ
1 C. albicans ATCC 10231 18,0 ± 0,5
2 S. aureus АТСС 6538 18,5 ± 0,5
3 E. coli АТСС 8739 11,0 ± 0,6
4 P. aeruginosa ATCC 9027 17,6 ± 0,5
5 L. fermentum 90-ТЦ –
6 L. plantarum 8P-A3 –

Метаболіти L. plantarum 8P-A3
7 C. albicans ATCC 10231 15,0 ± 0,5
8 S. aureus АТСС 6538 19,1 ± 0,5
9 E. coli АТСС 8739 17,0 ± 0,7

10 P. aeruginosa ATCC 9027 19,6 ± 0,5
11 L. fermentum 90-ТЦ –
12 L. plantarum 8P-A3 –

Примітка: n = 5, p = 95.

Таблиця 3 
Кількість життєздатних клітин у розроблених 

льодяниках (склад 1)

№ Назва 
зразка

Початкова доза 
мікроорганізмів, 

КУО/мл

Загальна кількість 
мікроорганізмів

у льодяниках,  
КУО/мл

1 Льодяники, 
склад 1 1 × 1010 (6,50 ± 0,1) × 109

Примітка: n = 5, p = 95.

Таблиця 4
Антимікробні властивості льодяників (склад 2)

№ Тест-культури Зона затримки зростання, мм
1 C. albicans 15,0 ± 0,7
2 S. aureus 14,5 ± 0,5
3 E. coli 9,0 ± 0,6
4 P. aeruginosa 14,6 ± 0,5

Примітка: n = 5, p = 95.
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