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В статье представлены результаты доклинической апробации жидкого иммобилизованного синбиотика 
в виде БАД к пище «LB-комплекс Л». Основой пробиотика является гидролизат казеина с пребиотической со-
тавляющей – фруктоолигосахаридом раффинозой, консорциум штаммов Lactobacillus и Bifidobacterium, иммо-
билизованный на минеральном сорбенте – цеолите. Свойства отдельных компонентов комплексного пробиоти-
ка (сорбента, штаммов-продуцентов, питательной основы, пребиотической составляющей) могут отличаться 
от свойств композиции в целом. Поэтому безопасность синбиотика «LB-комплекс Л» должна быть установ-
лена в процессе доклинических испытаний на лабораторных животных. При изучении острой и хронической 
токсичности, безвредности, вирулентности, токсигенности и местно-раздражающего действия в соответствии 
с требованиями МУК 4.2.2602-10 в течение 30 дней было проведено 7 серий экспериментов. В качестве экс-
периментальной модели были выбраны мелкие лабораторные животные (мыши, морские свинки, кролики). 
В результате установлено, что сорбированный синбиотик «LB-комплекс Л» не обладает вирулентностью при 
пероральном введении в дозе 3,78х107 КОЕ на 1 г веса животного, не обладает токсигенностью, не оказывает 
острого или хронического токсического действия, хорошо переносится и полностью безвреден при перораль-
ном применении, а  также не вызывает местно-раздражающего действия. Таким образом, «LB-комплекс Л» 
был рекомендован для использования в качестве биологически активной добавки к пище – источника про-
биотических микроорганизмов (бифидобактерий и лактобацилл) и цеолитов (энтеросорбента), повышающих 
неспецифическую резистентность организма, оказывающих детоксицирующее действие.
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The article lists the results of preclinical approbation of liquid immobilized synbiotic presented in the form 
of «LB-complex L» dietary supplement to food. The probiotic is based on casein hydrolyzate with a prebiotic 
component – fructooligosaccharide raffinose, a consortium of Lactobacillus and Bifidobacterium strains, immobilized 
on a mineral sorbent – zeolite. The properties of individual components of this complex probiotic (sorbent, producer 
strains, nutrient basis, prebiotic component) may differ from properties of the composition as a whole. Therefore, 
it is essential to establish safety of «LB-complex L» synbiotic in the process of preclinical testing in laboratory 
animals. In the study of acute and chronic toxicity, harmlessness, virulence, toxigenicity and local irritant effect, 
performed according to MUK 4.2.2602-10 requirements, 7 series of experiments were carried out within 30 days. As 
an experimental model, small laboratory animals (mice, guinea pigs, rabbits) were selected. As a result, it has been 
established that «LB-complex L» sorbed synbiotic doesn’t have any virulence when administered orally at a dose of 
3.78x107 CFU per 1g of animal weight; nor does it have any toxigenicity, acute or chronic toxic effects; it is well 
tolerated and completely harmless when administered orally and it does not cause any local irritant effects as well. 
Thus, the «LB-complex L» was recommended for use as a biologically active food additive – a source of probiotic 
microorganisms (bifidobacteria and lactobacilli) and zeolites (enterosorbent), which increase nonspecific resistance 
of the organism and produce a detoxifying effect.

Keywords: immobilized probiotic, zeolite, producer strains, preclinical approbation

В настоящее время пробиотики являются 
неотъемлемым компонентом лечения и  про-
филактики широкого спектра нозологических 
форм заболеваний и  могут использоваться 
как в  качестве дополнительного лечебного 

средства, так и  в  качестве пробиотической 
составляющей диеты. В связи с этим вопрос 
разработки и внедрения в клиническую прак-
тику современных пробиотиков в  виде БАД 
к пище не теряет своей актуальности.
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«LB-комплекс Л» представляет собой 

жидкий сорбированный синбиотик IV по-
коления, в качестве стартерных культур ко-
торого использованы штаммы Lactobacillus 
plantarum, Lactobacillus fermentum, Bifido-
bacterium bifidum, Bifidobacterium longum, 
иммобилизованные на матрице-носителе  – 
цеолите. Композиция штаммов подобрана 
с  учетом их пробиотического потенциала 
и  биологических свойств: антагонистиче-
ской активности, устойчивости к низкой рН 
желудочного сока и действию желчных кис-
лот, адгезивных свойств, антибиотикорези-
стентности нетрансмиссивного типа и био-
совместимости [1]. 

Цеолит, использованный в  качестве 
сорбента-носителя, разрешен для исполь-
зования в  медицинской практике (№ KZ  
16.01.76.003.Е.004706.08.15) [2]. Пита-
тельная основа, содержащая гидролизат 
пищевого казеина и  пребиотическую со-
ставляющую  – фруктоолигосахарид раф-
финозу, не обладает иммуногенностью, 
что обеспечивает хорошую переносимость 
пробиотика [3–5]. 

Тем не менее, клинические испытания 
и  дальнейшее применение нового про-
биотика в  форме БАД к  пище невозмож-
ны без этапа доклинической апробации, 
в  процессе которой должна быть установ-
лена его безопасность. Это связано с  тем, 
что свойства многокомпонентных мульти- 
штаммовых пробиотиков могут отличаться 
от свойств отдельных составляющих – сор-
бента, штаммов-продуцентов и  питатель-
ной основы.

Согласно общей фармакопейной ста-
тье «Безопасность пробиотиков в тестах in 
vivo» для определения безопасности испы-
туемого препарата используют биологиче-
ские методы in vivo, которыми определяют 
следующие показатели: безвредность, виру-
лентность, токсичность, токсигенность [6]. 
МУК 4.2.2602-10 также регламентирует 
проведение тестов на острую и  хрониче-
скую токсичность и местно-раздражающие 
свойства пробиотика [7].

Материалы и методы исследования

Установление безопасности пробиотической 
БАД к  пище «LB-комплекс Л» включало в  себя из-
учение безвредности, вирулентности, токсигенно-
сти, токсичности, в том числе острой и хронической, 
и  местно-раздражающего действия. Определение 
безвредности, вирулентности, токсигенности, острой 
и  хронической токсичности проводили согласно 
МУК 4.2.2602-10 «Система предрегистрационного 
доклинического изучения безопасности препаратов. 
Отбор, проверка и хранение производственных штам-
мов, используемых при производстве пробиотиков», 
местно-раздражающее действие оценивали согласно 
ГОСТ 1.12.007-76 [7, 8].

Экспериментальной моделью для изучения без-
опасности БАД к  пище служили мелкие лаборатор-
ные животные – белые мыши SH -линии обоего пола, 
массой тела 10,0–14,0 г; морские свинки массой тела 
250,0–400,0 г; кролики породы шиншилла массой тела 
2,5–3,5 кг. Группы животных формировались по массе 
тела и возрасту. Животные содержались в виварии на 
стандартном рационе, который содержал все необхо-
димые для нормальной жизнедеятельности животных 
компоненты согласно ИСО 10992 от 02.12.2009 г. Всего 
было сформировано 13 групп состоящих из 95 мышей, 
6 морских свинок и 3 кроликов породы шиншилла, 10 
экспериментальных и  3 контрольные группы. Было 
проведено 7 серий экспериментов. 

На начальном этапе работы было определено ко-
личество живых микроорганизмов-продуцентов в го-
товой форме БАД и титруемой кислотности по Терне-
ру (МУК 4.2.577-96, МУК 4.2.2602-10) [7, 9]. 

Для определения безвредности и  «острой ток-
сичности» были сформированы опытные группы 10 
и 11 по 5-ти животных в каждой. Отбирали клиниче-
ски здоровых белых мышей, средний вес животных 
составлял 15,0 ± 5  г. Взвесь биологически активной 
добавки в  концентрации 108–109 КОЕ/мл в  объеме 
0,5 мл вводили каждой мыши перорально при помо-
щи зонда. За 2 часа до манипуляций у животных уби-
рались корм и вода, кормление возобновлялось через 
2 часа после проведения процедуры. В качестве кон-
троля контрольной группе перорально вводили физи-
ологический раствор (С080812 годен до 09.2017  г.). 
Наблюдение за мышами осуществлялось в  течение 
7   суток. Во время опыта ежедневно фиксировались 
вес и состояние животных. 

Для определения вирулентности были сформи-
рованы 3 группы по 10 мышей в каждой: 2 опытные 
и 1 контрольная группа (масса тела мышей 10–14 г). 
Биологически активную добавку вводили животным пе-
рорально в концентрации 109 КОЕ/мл (первая опытная 
группа) и  108 КОЕ/мл (вторая опытная группа) в  объ-
еме 0,5 мл. Контрольной группе был введен перорально 
физиологический раствор (С080812 годен до 09.2017) 
по 0,5 мл. Наблюдение за животными осуществлялось 
в течение 14 суток, ежедневно в протоколе отмечалось 
количество павших и выживших животных. 

Для определения токсигенности была сформи-
рована опытная группа из 10-ти клинически здоро-
вых белых мышей, средний вес которых составлял 
13,1 ± 1 г. 

Для накопления возможных токсических продук-
тов проводили культивирование 20 % посева пробио-
тика (10 мл продукта в 200 мл стерильной бифидум-
среде) в течение 10 дней в термостате при 37,5 ± 1 °С, 
при этом кислотность увеличилась до 100 ° Т, а коли-
чество жизнеспособных колониеобразующих единиц 
снизилось до 3×106 КОЕ/мл. Далее центрифугирова-
ли полученную культуру при 5000 об/мин в течение 
20  минут при температуре 4 ± 2 °С. Надосадочную 
часть образцов фильтровали через апирогенные 
фильтры Minisart® (Sartorius Stedium Biotech) с  диа-
метром пор 0,20 μm для удаления остатков бактери-
альной массы. Далее, каждому животному вводили 
0,5 мл фильтрата (в котором должно было содержать-
ся 1,5×106 КОЕ) внутрибрюшинно, время наблюдения 
составляло 14 суток. Ежедневно фиксировали состоя-
ние животных, активность, окраску слизистых оболо-
чек, массу тела, характер стула. Контрольной группе 
был введен физиологический раствор (С080812 годен 
до 09.2017) внутрибрюшинно по 0,5 мл.
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Для определения токсичности была сформиро-

вана опытная группа из 10-ти клинически здоровых 
белых мышей, средний вес животных составлял 
15,0 ± 1 г. 

Для инактивации бактерий пробиотик в  объеме 
75 мл прогревали на водяной бане при температу-
ре 110 °С в течение 10 минут. После охлаждения до 
комнатной температуры продукт центрифугировали 
при 5000 об/мин в течение 20 минут при температу-
ре 4 ± 2 °С, надосадочную жидкость собирали в сте-
рильную центрифужную пробирку. Отсутствие роста 
в надосадке подтверждали путем высева на полужид-
кую питательную бифидум-среду с последующей ин-
кубацией при 37 °С в течение трех суток. 

Прогретый препарат в  нативном виде вводили 
внутрибрюшинно животным в  объеме 0,5 мл. Каж-
дому животному опытной группы было введено  
109 КОЕ/мл. Наблюдение за животными осуществляли 
14 дней. Ежедневно фиксировали состояние животных, 
состояние шерсти, активность, окраску слизистых обо-
лочек, массу тела, характер стула. Контрольной группе 
был введен физиологический раствор (С080812 годен 
до 09.2017) внутрибрюшинно по 0,5 мл. Следует от-
метить, что контрольная группа была сформирована 
из 10-ти мышей и являлась контролем одновременно 
в экспериментах по определению вирулентности, ток-
сигенности, токсичности, так как они проводились па-
раллельно в один отрезок времени.

Для определения хронической токсичности сфор-
мировали опытную группу из 20 животных, которые 
получали брикетированный корм производства ООО 
«Лабораторкорм», предназначенный для лаборатор-
ных животных, и  воду. Пробиотик вводили перо-
рально 1 раз в сутки в течение 30 дней в дозе, экви-
валентной рекомендуемой суточной дозе в  качестве 
биологически активной добавки к пище для человека 
(для мышей весом 14 г  – 0,5×107 КОЕ). Животным 
контрольной группы вводили перорально физиологи-
ческий раствор (С080812 годен до 09.2017 г).

Наблюдения за животными проводили в течение 
периода введения препарата  – 30 дней и  последую-
щие 7 суток. Ежедневно фиксировали состояние жи-
вотных, состояние шерсти, активность, окраску сли-
зистых оболочек, массу тела, характер стула.

После окончания опыта проводили забой живот-
ных хлороформным наркозом, осуществляли вскры-
тие и  осмотр и  взвешивание внутренних органов, 

определяли «коэффициент массы внутренних орга-
нов» делением массы органа в миллиграммах на мас-
су тела в граммах. Согласно ГОСТ Р 50855-96 в слу-
чае получения достоверной разницы между опытной 
и контрольной группами по двум из исследуемых по-
казателей – добавка признается токсичной. 

Местно-раздражающее действие оценивали на 
кроликах (3 особи) при многократных аппликациях, 
наносимых окклюзивно в  течение 14 дней на пред-
варительно выстриженных участках кожи размером 
8×9    см согласно ГОСТ 1.12.007-76, время экспози-
ции  – 2 часа 1 раз в  сутки. При этом на левый бок 
животного (контрольный) наносили аналог потовой 
жидкости в количестве 10 мл, на правый бок – иссле-
дуемую БАД в объеме 10 мл. Воздействие оценива-
ли по наличию эритемы, температуры тела, толщине 
кожной складки, сыпи и других признаков. Степень 
выраженности раздражающего действия оценивали 
по балльной шкале С.В. Суворовой. 

Результаты исследования  
и их обсуждение

При микробиологическом исследова-
нии БАД к  пище «LB-комплекс Л» посто-
ронней микрофлоры, грибов и плесеней не 
обнаружено. Установлено, что концентра-
ция микроорганизмов родов Lactobacillus 
и Bifidobacterium соответствует заявленно-
му в  документации и  составляет не менее  
5×108 КОЕ/мл, кислотность продукта  – 
60 °Т. После осаждения носителя в  надо-
садочной жидкости остается 4×107 КОЕ/мл. 

В ходе исследования безвредности, ток-
сигенности, токсичности и  острой токсич-
ности выявлено, что на протяжении всего 
опыта у животных опытной и контрольной 
групп отсутствовали признаки нарушения 
здоровья и потери массы тела к концу сро-
ка наблюдения, что подтверждает, что БАД 
безвредна для белых мышей SHK-линии 
обоего пола, при введении дозы, эквива-
лентной дозе, получаемой человеком, то 
есть «LB-комплекс Л» не обладает токсич-
ностью и не является токсигенным.

                  
А                                                                             В

Результаты вскрытия мышей опытной (А) и контрольной (В) групп
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В результате исследования вирулент-
ности установлено, что как в  1-й группе, 
получившей дозу 3,78×107 КОЕ на 1 г веса 
мыши, так и  во второй группе, где доза 
бифидобактерий и  лактобацилл состав-
ляла 3,57×106 КОЕ на 1 г веса животного, 
и в контрольной группе по истечении 14 су-
ток не пало ни одно животное. Это означа-
ет, штаммы-продуценты, входящие в состав 
БАД к пище «LB-комплекс Л», не являют-
ся вирулентными для белых мышей SHK-
линии обоего пола в  дозе, эквивалентной 
рекомендуемой для человека.

В ходе проведения эксперимента на вы-
явление хронической токсичности были 
получены сходные результаты: у всех жи-
вотных, взятых в  исследование, контро-
лируемые показатели (состояние шерсти, 
активность, окраска слизистых, характер 
стула) в течение всего времени проведения 
опыта оставались без изменений, все жи-
вотные были здоровы и прибавляли в весе. 
При вскрытии визуальных изменений вну-

тренних органов, в том числе лимфоузлов, 
обнаружено не было (рисунок). 

Достоверных различий «коэффициентов 
массы внутренних органов» в опытной и кон-
трольной группах не наблюдалось (табл. 1). 

Следовательно, биологически актив-
ная добавка к  пище «LB-комплекс Л» при 
пероральном введении не обладает хрони-
ческой токсичностью для белых мышей 
SHK-линии обоего пола в дозе (для мышей 
массой 14 г – 0,5×107 КОЕ), эквивалентной 
предлагаемой для человека.

При изучении местно-раздражающего 
действия БАД к пище на всем протяжение 
эксперимента визуальных изменений функ-
ционального состояния кожи у животных 
не происходило (табл. 2).

Из табл. 2 видно, что у животных не 
было выявлено признаков местно-раздра-
жающего действия при воздействии био-
логически активной добавки к  пище «LB-
комплекс Л» на кожные покровы. Толщина 
кожной складки, температура кожи и водо-

Таблица 1 
Определение хронической токсичности БАД к пище «LB-комплекс Л»  

по «коэффициентам массы внутренних органов»

№
п/п

Масса тела  
мыши, г

Масса печени  
животного, г

Коэф.
печени

Масса селезенки 
животного, г

Коэф.
 селезенки

Опытная группа
1 26,65 1,6261 61,02 0,1897 7,12
2 24,25 2,0068 82,75 0,2865 11,87
3 23,14 1,7252 74,33 0,2435 6,00
4 28,38 1,9862 69,98 0.1110 3,91
5 28,90 2,1858 75,63 0,1982 6,85
Ср. 26,26 ± 2,7 – 72,74 ± 11,7 – 7,15 ± 4,7

Контрольная группа
1 20,85 1,5251 73,14 0,3002 1,43
2 24,35 1,5753 64,69 0,1921 7,88
3 23,43 1,3921 59,41 0,1992 8,50
4 21,79 1,3134 60,27 0,2751 12,62
5 24,25 1,7491 72,12 0,2019 8,32
Ср. – – 65,34 ± 5,6 – 9,43 ± 3,8

Таблица 2 
Показатели функционального состояния кожи кроликов после многократных аппликаций 

биологически активной добавки к пище «LB-комплекс Л»

Показатели, ед. измерения Контрольная площадь  
поверхности тела

Опытная площадь  
поверхности тела

Эритема, баллы 0 0
Толщина кожной складки, мм 2,05 ± 0,06 2,06 ± 0,04
Температура кожи, °С 36,3 ± 0,8 36,1 ± 0,2
рН кожи 6,0 ± 0,2 6,0 ± 0,2

П р и м е ч а н и е . Р > 0,05. 
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родный показатель кожных покровов (рН) 
на опытной и контрольной кожных поверх-
ностях кроликов не отличались между со-
бой. Отсутствовали также эритема, отек, 
сухость, сыпь и  другие признаки местной 
реакции кожи. 

Заключение
В ходе проведенной работы подтверж-

дена хорошая переносимость и полная без-
вредность биологической активной добавки 
к пище «LB-комплекс Л» для организма жи-
вотных. Показано, что препарат не обладает 
токсигенностью, токсичностью, не вызывает 
хроническую и острую токсичность при пе-
роральном введении. Не обладает вирулент-
ностью при пероральном введении в  дозе 
3,78×107 КОЕ на 1 г массы животного, не 
оказывает местно-раздражающего действия. 
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