
ENKAPSULACE PROBIOTIK
Jiří Žeravík, Jakub Florian, Iveta Hynštová, 
Robert Kadlec
Výzkumný ústav mlékárenský s.r.o.

Encapsulation of probiotics

Abstrakt

Přirozená mikrobiota gastrointestinálního traktu (GIT)

hraje velmi důležitou roli v lidském zdraví. Změny chování

a návyků společnosti za poslední století, ať už stravovacích,

tak i hygienických, však měly dopad na její rozmanitost

a poměr zastoupení jednotlivých druhů mikroorganismů.

Jednou ze strategií, jak obnovit mikrobiální homeostázi ve

střevě, je použití probiotik. Probiotika jsou živé mikroor-

ganismy, které napomáhají správné funkci tlustého střeva.

Při pasáži horními částmi gastrointestinálního traktu však

může docházet k výraznému snížení jejich počtu. Proto

jsou studovány různé metody enkapsulace, které mohou

zvýšit míru přežití probiotik v průběhu pasáže GIT, ale

i během přípravy a skladování probiotických přípravků.

Klíčová slova: extruze, sprejové sušení, sprejové

chlazení, emulgace, koacervace.

Abstract

Natural microbiota of the gastrointestinal tract (GIT)

plays important role in human health. Changes in behavior

and habits in food and hygiene in society over the past cen-

tury have had an impact on the diversity of the intestinal

microbiota. One strategy to restore the microbial homeo-

stasis in the intestine is the use of probiotics. Probiotics are

live microorganisms that aid proper function of the colon.

The passage of probiotics through the upper parts of the

gastrointestinal tract may cause significant reduction in

their number. Encapsulation is one of the methods which

may increase the survival rate of probiotics during passage

of the GIT but also during preparation and storage of pro-

biotic products.

Key words: extrusion, spray drying, spray cooling,

emulsification, coacervation.

Úvod

Podle Světové zdravotnické organizace (WHO) jsou pro-

biotika definována jako živé mikroorganismy, které, pokud

jsou podávány v dostatečném množství (108 až 109 KTJ g-1),

podporují zdraví hostitele. Komerčně dostupné probiotické

přípravky obsahují probiotika v rozmezí 106 až 1012 KTJ g-1.

Optimální počet KTJ je pro každý kmen individuální,

odvozuje se od dávek použitých při studiích na zvířatech

(Haffner a kol., 2016).

V posledních letech je patrný růst užívání probiotik

v potravinách s cílem zvýšit nutriční a terapeutickou hod-

notu potravinových produktů. V rámci této snahy byly

studovány různé probiotické kmeny, některé z nich poté

byly také komerčně využívány. Nicméně, udržování

životaschopnosti mikroorganismů po celou dobu život-

nosti produktu je velkou výzvou pro potravinářský

průmysl, jelikož některé kultury jsou extrémně citlivé na

faktory okolního prostředí, jako kyselost prostředí, obsah

emulgujících látek a obsah kyslíku. Nízká hodnota pH

v žaludku spolu s přítomností žlučových solí v tenkém

střevě jsou hlavními důvody pro dramatický pokles

životaschopnosti probiotik při jejich tranzitu do tlustého

střeva. Z tohoto důvodu je široce studována možnost

ochrany probiotik pomocí enkapsulace (Etchepare a kol.,

2016).

Enkapsulace - obalení nebo zalití živých probiotik do

biopolymerních matric, je jedením z účinných způsobů

ochrany probiotik před stresem během zpracování,

skladování a gastrointestinálního tranzitu. Tím se zvyšuje

přežívání buňky, jakož i ochrana buňky před kyselým

prostředím žaludku, žlučovými solemi, trávícími enzymy,

přičemž následuje uvolnění buněk z kapsle v oblasti

tlustého střeva (Haffner a kol., 2016). Životaschopnost

enkapsulovaných buněk lze mimo jiné zvýšit přídavkem

prebiotik (Valero-Cases a Frutos, 2015; Haffner a kol.,

2016) nebo v rámci kapsle vytvořit kolonie bakterií

obalené extracelulárními polymerními látkami, které jsou

součástí biofilmu (Haffner a kol., 2016). Bylo zjištěno, že

biofilm tvořící bakterie vykazují větší odolnost v po-

rovnání s planktonickou formou proti působení antibak-

teriálních látek a různých stresů vyskytujících se v okolí

dané kapsle (Salas-Jara a kol., 2016). Probiotika obalená
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extracelulární matrix představují lepší kandidáty na enkap-

sulaci, protože jsou více odolné vůči zátěži, ke které

dochází během zpracování a tranzitu v GIT (Haffner a kol.,

2016).

Materiály pro enkapsulaci probiotik

Pro enkapsulaci probiotik je dostupná řada biodegra-

dabilních biopolymerních materiálů, které se používají

v závislosti na požadovaných fyzikálně-chemických vlast-

nostech transportního mechanismu. Tyto biopolymerní

materiály lze rozdělit do několika skupin, jako jsou poly-

sacharidy, proteiny a lipidy Pro řadu aplikací je výhodou

enkapsulovat probiotika do hydrogelových částic, které

dokážou zachytit bakterii spolu s malými částicemi

biopolymeru. Tyto mikrogely jsou navrhovány tak, aby

enkapsulovaly vysoké koncentrace probiotik a zároveň je

ochránily od environmentálních stresů (Haffner a kol.,

2016).

Mezi nejčastěji používané přírodní polysacharidy patří

algináty, karagenany, agar/agaróza, gellanová guma, arab-

ská guma, xanthanová guma, škrob, modifikované

škrobové materiály, celulóza, pektin, inulin, chitosan

a jeho deriváty (Etchepare a kol., 2016; Ying a kol., 2016;

Chen a kol., 2015; Martin a kol., 2015; Valero-Cases

a Frutos, 2015; Varankovich a kol., 2015; Bosnea a kol.,

2014). Z proteinů se nejčastěji využívá polypeptid

polylysin a proteiny jako jsou želatina, syrovátka, rostlin-

né proteiny, mléčné proteiny (Huang a kol., 2017; Ying

a kol., 2016; Martin a kol., 2015; Varankovich a kol.,

2015; Bosnea a kol., 2014). V rámci lipidů se nejčastěji

využívají vosky, fosfolipidy a oleje (Ying a kol., 2016;

Martin a kol., 2015; Haffner a kol., 2016; Etchepare

a kol., 2016). Vedle toho je také snahou využít komplexní

matrice (Ying a kol., 2016) popřípadě přirozené materiá-

ly, jako je například mléko v kombinaci s alginátem

(Shi a kol., 2013).

Z výše uvedených materiálů se vytváří struktura kapsle,

která nejenom odolává vnějším vlivům v GIT, ale zároveň

napomáhá k uvolnění probiotik z kapsle v oblasti působení.

V rámci konstrukce se můžeme setkat s několikavrstvými

částicemi, které odolávají výše uvedeným vlivům. Ideální

kapsle by měla dopravit probiotikum na určené místo

působení a napomoci s osídlením okolní oblasti tímto pro-

biotikem. Vedle transportní odolnosti tyto enkapsulační

materiály jsou kombinovány s materiály, které napomáhají

přežití probiotik během výrobního procesu a skladování

(Haffner a kol., 2016).

Metody enkapsulace

Tvorba kapslí a jejich finální podoba závisí na techno-

logickém postupu výroby a také na materiálech, ze kterých

se kapsle tvoří. Z hlediska technologických procesů se

jedná o sprejové sušení, sprejové chlazení, sprejové pota-

hování, lyofilizace, emulgace, tvorba liposomů, koacervace

a extruze (Haffner a kol., 2016).

Sprejové sušení
Technologie sprejového sušení je nejrozšířenější enkap-

sulační technika v potravinářském průmyslu, a to díky pro-

veditelnosti kontinuální produkce a možnosti připravit na

míru technologii v závislosti na plnivu a enkapsulačních

látkách (Haffner a kol., 2016). Princip spočívá v kapén-

kovém rozprašování tekutiny obsahující prebiotikum

a enkapsulační matrici v sušící komoře, kde dochází

k rychlé evaporaci, jakmile je tekutina vstříknuta do

proudu horkého vzduchu. Vytvořené mikročástice jsou

poté ochlazeny a následně kolektovány. V rámci této tech-

nologie byla vyvinuta řada postupů přípravy mikrokapslí

z různého materiálu a různých probiotických bakterií. Ying

a kol. (2016) studovali vliv enkapsulační matrice na

stabilitu enkapsulovaných probiotik. V tomto případě

enkapsulovali Lactobacillus rhamnosus v kombinaci s růz-

nou koncentrací látek obsažených v matrici. Tyto matrice

obsahovaly syrovátkový proteinový hydrolyzát popř.

izolát, rezistentní škrob, maltodextrin a slunečnicový olej.

Připravené materiály byly poté skladovány v různých pod-

mínkách po dobu jednoho roku, přičemž se sledovala

životaschopnost probiotika a další fyzikální parametry

připravených materiálů. Vedle velmi komplikovaných

matricí byly také prováděny studie umožňující využít

danou matrici jako živné medium pro kultivaci probiotik

před enkapsulací (Huang a kol., 2017). V tomto případě

30 % sladká syrovátka byla použita pro kultivaci

Lactobacillus casei a Propionibacterium freudenreichii.
Následně toto kultivační medium bylo šetrně rozmícháno

a kontinuálně dávkováno do sprejové sušárny s několika

stupňovým sušením vzniklých mikrokapslí. Vedle matricí

na bázi proteinových směsí se využívají také matrice na

bázi oligosacharidů. Takovým příkladem je využití laktózy

a trehalózy jako matrice pro enkapsulaci L. rhamnosus,
přičemž autoři studovali vliv Ca2+ iontů na míru přežití

bakterie po sprejovém sušení (Zheng a kol., 2016).

Základním problémem tohoto způsobu enkapsulace je

přežívání probiotických bakterií při aplikaci vyšší teploty

a také osmotického šoku, po rychlém odpaření kapaliny.

Aplikace vyšších teplot vede k inaktivaci mikroorganismů

narušením cytoplasmatické membrány, buněčné stěny,

ribozómů nebo DNA (Haffner a kol., 2016). Z těchto

důvodů se také hledají způsoby ochrany probiotika pomocí

přídavků různých sloučenin do matrice. Tímto způsobem

lze výrazně ovlivnit životaschopnost probiotik. Princip

působení těchto látek většinou spočívá ve stabilizaci

buněčných struktur, která vede k vyšší odolnosti vůči

vysokým teplotám, které tato technologie vyžaduje při

samotném procesu sušení (Huang a kol., 2017; Ying a kol.,

2016; Zheng a kol., 2016).

Sprejové chlazení
Zajímavou alternativou výše uvedené technologie je

sprejové chlazení. V tomto případě aktivní složka je dis-

pergována v kapalném materiálu, který slouží jako nosič.

Tento materiál je poté dispergován do rozprašovací komory

s tokem studeného vzduchu, který umožňuje ztuhnutí
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materiálu a vytvoření kapsule. Pomocí této techniky lze

připravit částice, kde účinná složka se může vyskytovat i na

povrchu částice. Výhodou této techniky je její finanční

nenáročnost a potenciál průmyslového využití pro probio-

tika. Dále aplikace nízkých teplot umožňuje využití i pro

teplotně citlivé mikroorganismy jako jsou Bifidobacterium
lactis, B. longum, B. animalis subsp. lactis a Lactobacillus
acidophilus. (Bampi a kol. 2016; Haffner a kol., 2016;

Etchepare a kol., 2016) V rámci materiálů použitelných pro

tuto techniku jsou dominantní látky na bázi tuků, lipidů

jako jsou např. kakaové máslo (Haffner a kol., 2016), ros-

tlinný tuk (Bampi a kol., 2016; Etchepare a kol., 2016),

plně hydrogenovaný palmový olej (Haffner a kol., 2016).

Nevýhodou této metodiky je rozpad jádra v částicích

během skladování, coby důsledek krystalizace lipidů.

Dalším problémem může být příliš rychlé uvolňování pro-

biotik po styku částic s vodou. Tyto nevýhody se snaží řešit

přídavkem látek, které stabilizují prostředí mikročástic,

jako jsou inulin nebo polydextróza (Haffner a kol., 2016).

Výhodou těchto mikročástic je snadná stravitelnost ve

střevě pomocí lipáz, což způsobí, že mikroorganismy jsou

uvolněny v blízkosti místa jejich působení (Etchepare

a kol., 2016). Ve srovnání se sprejovým sušením mají

částice nižší obsah enkapsulovaného probiotika (Haffner

a kol., 2016).

Emulgace
Emulgace využívá emulze, tj. směs dvou i více nemísitel-

ných kapalin, které se promíchají pomocí míchadla.

Výhodou emulgace jsou nízké náklady na techniku, ale-

spoň v laboratorním měřítku. Emulgace má obvykle

vysoké procento přeživších bakterií, avšak je nutné omezit

působení střižních sil během emulgace. Hlavní nevýhodou

je nízká uniformita velikosti a tvaru částic, což může ztížit

převedení metody do průmyslových rozměrů. Jako základ-

ní matrice pro probiotika se používá nejčastěji inulin, kara-

genan a alginát (Haffner a kol., 2016). Pro tvorbu

mikročástic se používají různé techniky kombinující

emulgací s externí/interní gelací v přítomnosti povrchově

aktivních látek (Holkem a kol., 2017). Proces gelace

spočívá ve využití vlastností nosné matrice především

alginátu, který vytváří zpevněnou strukturu v přítomnosti

Ca2+ iontů. Externí gelace spočívá ve tvorbě emulze mezi

alginátovým roztokem obsahujícím probiotikum a olejovou

fází, přičemž do vzniklé emulze se přidají Ca2+ ionty, které

umožní zpevnění vytvořených mikročástic. Interní gelace

spočívá ve tvorbě mikorčástic (probiotikum - alginát - Ca2+),

které jsou následně rozsuspendovány v oleji (Valero-Cases

a Frutos, 2015, Holkem a kol., 2017). Tímto způsobem byl

enkapsulován kmen Bifidobacterium BB-12 (Holkem

a kol., 2017).

Koacervace
Další velmi zajímavou metodou je koacervace, která

využívá několik hydrokoloidních systémů jako jsou želati-

na/arabská guma, chitosan, sojový protein a želatina/

karboxymethylcelulóza. Princip koacervace spočívá ve

vyloučení polymerních materiálů z roztoku změnou

fyzikálních vlastností roztoku, např. zvýšením obsahu solí

nebo snížením teploty. Látky, které se přidávají k roz-

tokům, mají vyšší afinitu k vodě než samotný polymer,

tudíž způsobují dehydrataci polymeru, a tím jeho vyloučení

z roztoku. Koacervací lze dosáhnout poměrně vysokých

výtěžků, na druhé straně tento proces je velmi nákladný.

Často k tvorbě koacervátů a jejich stabilizaci se využívá

síťujících činidel, jako jsou glutaraldehyd nebo různé

enzymy. Byla také vyvinuta metoda enkapsulace probio-

tických bakterií produkující mikročástice s matricí složené

z kaseinu a chitosanu (Haffner a kol., 2016). Analogicky

byla popsána enkapsulace/koacervace kmenů Bifido-
bacterium lactis a Lactobacillus acidophillus pomocí kom-

plexu kasein/pektin (Etchepare a kol., 2016). Oba kmeny

pak vykázaly lepší přežívání při následném procesu spre-

jového sušení a také vyšší procento přežití v nízkém pH

a žlučových kyselinách. Další kombinací sytému protein -

polysacharid je koacervace pomocí směsi syrovátkových

proteinů (3 % w/v) a arabské gumy (3 % w/v), která byla

využita pro enkapsulaci probiotických kmenů Lactoba-
cillus paracasei a Lactobacillus paraplantarum. Oba

enkapsulované kmeny při testech přežívání v nízkém pH

a žlučových kyselinách vykazovaly životaschopnost více

než 73 %, přičemž planktonické kmeny pouze 19 % (Bosnea

a kol., 2014).

Extruze
Technologie extruze spočívá ve vytlačování suspenze

bakterií z trysky, přičemž se vytvrzují při kontaktu

s druhým roztokem. Jako nejběžnější příklad lze uvést

extruzi roztoku alginátu sodného obsahujícího mikroorga-

nismy, přičemž vytvořené kapky dopadají do roztoku

obsahujícího vápenaté ionty. Při styku alginátu s vápenatý-

mi ionty dochází k tzv. gelaci, kdy se vytvoří nerozpustná

síť alginátu propojená vápenatými ionty. Touto metodou lze

vytvořit kapsle až o velikosti 3 mm (Haffner a kol., 2016).

V rámci této metody existuje značné množství způsobů

vypuzování kapek z trysky, jako jsou kapání samospádem,

vypuzování elektrostatickým impulzem, vibracemi apod.

Výhodou této techniky je použití nízkých teplot, vznik uni-

formních částic a možnost kontinuálního procesu tvorby

kapslí, což usnadňuje průmyslovou výrobu. Na rozdíl od

jiných technologií výsledný materiál je hydratovaný, tudíž

lze očekávat nižší míru životnosti v porovnání s dehydrato-

vanými materiály (Haffner a kol., 2016). Další výhodou je

tvorba vícevrstvých kapslí, která spolu v kombinaci s pro-

tektivními látkami, poskytuje větší ochranu probiotiku.

V tomto případě byl studován vliv přídavku kukuřičného

škrobu do roztoku alginátu sodného a Lactobacilla aci-
dophila, který byl poté enkapsulován vstříknutím do roz-

toku vápenatých solí a chitosanu. Chitosan po vzniku

mikrokapsle vytvořil druhou vrstvu kolem alginátového

jádra. Přídavek kukuřičného škrobu do mikrokapslí se pro-

jevil větší odolností tohoto materiálu v gastrointestinálním

testu ve srovnání s mikrokapslemi vytvořenými bez této

látky (Etchepare a kol., 2016). Techniku extruze lze využít
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i na tvorbu mikrokapslí obsahujících vhodné živné médium

spolu s prebiotikem jako zdrojem energie pro enkapsulo-

vaný mikroorganismus. Valero-Cases a Frutos (2015)

vytvořili mikrokapsli z roztoku alginátu sodného obsahu-

jícího MRS medium, glycerol, xanthanovou gumu, inulin

a Lactobacillus plantarum extruzí do roztoku chloridu

vápenatého. Vzniklé mikrokapsle vykazovaly dobrou odol-

nost při gastrointestinálních testech. Majoritní podíl 

publikací zabývající se technikou extruze je založen na

kombinaci alginátu s probiotiky. Alternativou může být

kombinace dvou polymerních sloučenin xanthanové gumy

a chitosanu, která vytváří také gelovité mikrokapsle. Tímto

způsobem byly vytvořeny mikrokapsle obsahující

Lactobacillus acidophilus. Základem extruze je kombinace

dvou látek, které mají opačný náboj, přičemž při styku

těchto látek dochází ke tvorbě gelových struktur (Chen

a kol., 2015).

Závěr

Jako jeden z nejlepších způsobů zajištění životaschop-

nosti a stability probiotik se jeví enkapsulace, jelikož

chrání probiotika, a to jak v průběhu zpracování

a skladování potravin, tak i při průchodu GIT. Vedle

polysacharidů se tradičně používají jako matrice pro

enkapsulaci želatina, rostlinné proteiny a mléčné pro-

teiny. Kromě toho jsou testovány nové materiály, přičemž

jedním z hlavních cílů je využití synbiotik, což je kombi-

nace probiotik s prebiotiky. V rámci dalšího rozvoje se

klade důraz na tvorbu vícevrstevných obalů, které také

zvyšují schopnost přežití probitotik při průchodu GIT.

Velmi zajímavou možností je tvorba mikrokapslí obsahu-

jících probiotikum s biofilmem, což by také mělo zvýšit

možnost interakce probiotika se střevní stěnou v po-

rovnání s planktonickou formou probiotika. Tvorba

mikrokapslí je komplexní proces, který ve své struktuře

zahrnuje výše zmíněné ochranné prvky, přičemž se klade

důraz na rozvoj nových technologií, které by umožnily

tvorbu těchto komplexních matric pro probiotika. V aka-

demické sféře jsou nejmasivněji používány technologie

sprejového sušení, emulzifikace a extruze, přičemž každá

z těchto technologií má svá kritická omezení. Z těchto

technologií lze považovat za velmi zajímavou technologii

extruze, protože kombinuje mírné podmínky a tvorbu

malých kapslí. Modifikací této technologie, která získává

větší pozornost, je elektrosprej a technologie vibrační

trysky, v obou případech jsou na trhu zařízení vybavená

těmito technologiemi.

Vzhledem k vzrůstající poptávce po potravinách obsahu-

jících probiotika je nyní důležitý rozvoj technologií na

industriální úrovni, kdy tvorba mikrokapslí bude před-

stavovat kombinaci několika technologických procesů,

přičemž snahou by mělo být zjednodušení postupu výroby

velmi komplikovaných struktur mikrokapslí.
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