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Encapsulation of probiotics

Abstrakt

Pfirozend mikrobiota gastrointestindlniho traktu (GIT)
hraje velmi duleZitou roli v lidském zdravi. Zmény chovani
a navyku spolecnosti za posledni stoleti, at uz stravovacich,
tak i hygienickych, vSak mély dopad na jeji rozmanitost
a pomér zastoupeni jednotlivych druhti mikroorganismd.
Jednou ze strategii, jak obnovit mikrobidlni homeostazi ve
stievé, je pouziti probiotik. Probiotika jsou Zivé mikroor-
ganismy, které napomdhaji spravné funkci tlustého streva.
P1i pasazi hornimi ¢astmi gastrointestinalniho traktu vSak
muiZe dochazet k vyraznému sniZeni jejich poctu. Proto
jsou studovany rtizné metody enkapsulace, které mohou
zvySit miru preziti probiotik v pribéhu pasaze GIT, ale
i béhem pfipravy a skladovani probiotickych pripravki.

Klicova slova: extruze, sprejové suSeni, sprejové
chlazeni, 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.

Uvod

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou pro-
biotika definovana jako Zivé mikroorganismy, které, pokud
jsou poddvény v dostate¢ném mnozstvi (10% az 10° KTJ g ),
podporuji zdravi hostitele. Komercné dostupné probiotické
pripravky obsahuji probiotika v rozmezi 10° az 10" KTJ g
Optimalni pocet KTJ je pro kazdy kmen individudlni,
odvozuje se od davek pouZitych pfi studiich na zvifatech
(Haffner a kol., 2016).

V poslednich letech je patrny rast uZivani probiotik
v potravinach s cilem zvysit nutri¢ni a terapeutickou hod-
notu potravinovych produkti. V ramci této snahy byly
studovany razné probiotické kmeny, nékteré z nich poté
byly také komeréné vyuzivany. Nicméné, udrzovani
Zivotaschopnosti mikroorganismit po celou dobu Zivot-
nosti produktu je velkou vyzvou pro potravinarsky
prumysl, jelikoZ nékteré kultury jsou extrémné citlivé na
faktory okolniho prostredi, jako kyselost prostedi, obsah
emulgujicich latek a obsah kysliku. Nizka hodnota pH
v zaludku spolu s pfitomnosti Zlu¢ovych soli v tenkém
stftevé jsou hlavnimi divody pro dramaticky pokles
Zivotaschopnosti probiotik pfi jejich tranzitu do tlustého
stfeva. Z tohoto divodu je Siroce studovdna moZznost
ochrany probiotik pomoci enkapsulace (Etchepare a kol.,
2016).

Enkapsulace - obaleni nebo zaliti Zivych probiotik do
biopolymernich matric, je jedenim z ucinnych zptsobt
ochrany probiotik pfed stresem béhem zpracovani,
skladovéni a gastrointestinalniho tranzitu. Tim se zvySuje
prezivani bunky, jakoZ i ochrana builky pred kyselym
prostfedim Zaludku, Zlu¢ovymi solemi, travicimi enzymy,
pficemZ nasleduje uvolnéni bunék z kapsle v oblasti
tlustého stieva (Haffner a kol., 2016). Zivotaschopnost
enkapsulovanych bunék Ize mimo jiné zvysit pfidavkem
prebiotik (Valero-Cases a Frutos, 2015; Haffner a kol.,
2016) nebo v ramci kapsle vytvorit kolonie bakterii
obalené extracelularnimi polymernimi latkami, které jsou
soucasti biofilmu (Haffner a kol., 2016). Bylo zjisténo, Ze
biofilm tvofici bakterie vykazuji vétsi odolnost v po-
rovnani s planktonickou formou proti ptisobeni antibak-
terialnich latek a riznych strest vyskytujicich se v okoli
dané kapsle (Salas-Jara a kol., 2016). Probiotika obalena
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extraceluldrni matrix predstavuji lepsi kandidaty na enkap-
sulaci, protoZe jsou vice odolné vuci zatézi, ke které
dochézi béhem zpracovani a tranzitu v GIT (Haftner a kol.,
2016).

Materialy pro enkapsulaci probiotik

Pro enkapsulaci probiotik je dostupnd fada biodegra-
dabilnich biopolymernich materialti, které se pouZivaji
v zavislosti na poZadovanych fyzikalné-chemickych vlast-
nostech transportniho mechanismu. Tyto biopolymerni
materidly lze rozdélit do nékolika skupin, jako jsou poly-
sacharidy, proteiny a lipidy Pro fadu aplikaci je vyhodou
enkapsulovat probiotika do hydrogelovych ¢&astic, které
dokdzou zachytit bakterii spolu s malymi casticemi
biopolymeru. Tyto mikrogely jsou navrhovany tak, aby
enkapsulovaly vysoké koncentrace probiotik a zaroven je
ochranily od environmentalnich stresi (Haffner a kol.,
2016).

Mezi nejcastéji pouzivané prirodni polysacharidy patii
alginaty, karagenany, agar/agar6za, gellanova guma, arab-
skd guma, xanthanovda guma, Skrob, modifikované
Skrobové materidly, celul6za, pektin, inulin, chitosan
a jeho derivaty (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 proteint se nejcastéji vyuziva polypeptid
polylysin a proteiny jako jsou Zelatina, syrovatka, rostlin-
né proteiny, mlécné proteiny (Huang a kol., 2017; Ying
a kol., 2016; Martin a kol., 2015; Varankovich a kol.,
2015; Bosnea a kol., 2014). V ramci lipida se nejcastéji
vyuZzivaji 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 vyuZit komplexni
matrice (Ying a kol., 2016) popfipadé prirozené materia-
ly, jako je napfiklad mléko v kombinaci s alginidtem
(Shi a kol., 2013).

Z vySe uvedenych materidld se vytvari struktura kapsle,
kterd nejenom odolava vnéjsim vlivim v GIT, ale zaroven
napomaha k uvolnéni probiotik z kapsle v oblasti ptisobeni.
V ramci konstrukce se mizeme setkat s nékolikavrstvymi
Casticemi, které odolavaji vySe uvedenym vlivim. Idedlni
kapsle by méla dopravit probiotikum na urcené misto
pusobeni a napomoci s osidlenim okolni oblasti timto pro-
biotikem. Vedle transportni odolnosti tyto enkapsulacni
materidly jsou kombinovany s materidly, které napomahaji
preziti probiotik béhem vyrobniho procesu a skladovani
(Haffner a kol., 2016).

Metody enkapsulace

Tvorba kapsli a jejich findlni podoba zavisi na techno-
logickém postupu vyroby a také na materidlech, ze kterych
se kapsle tvofi. Z hlediska technologickych procesii se
jedna o sprejové suSeni, sprejové chlazeni, sprejové pota-
hovani, lyofilizace, emulgace, tvorba liposomu, koacervace
a extruze (Haffner a kol., 2016).

Sprejové suseni

Technologie sprejového suseni je nejrozsifenéjsi enkap-
sulacni technika v potravinafském pramyslu, a to diky pro-
veditelnosti kontinudlni produkce a moznosti pfipravit na
miru technologii v zavislosti na plnivu a enkapsulacnich
latkach (Haffner a kol., 2016). Princip spociva v kapén-
kovém rozpraSovani tekutiny obsahujici prebiotikum
a enkapsulacni matrici v suSici komote, kde dochizi
k rychlé evaporaci, jakmile je tekutina vstiiknuta do
proudu horkého vzduchu. Vytvorené mikrocéstice jsou
poté ochlazeny a nasledné kolektovany. V ramci této tech-
nologie byla vyvinuta fada postupti pripravy mikrokapsli
z rizného materidlu a riiznych probiotickych bakterii. Ying
a kol. (2016) studovali vliv enkapsulaéni matrice na
stabilitu enkapsulovanych probiotik. V tomto piipadé
enkapsulovali Lactobacillus rhamnosus v kombinaci s raz-
nou koncentraci latek obsaZenych v matrici. Tyto matrice
obsahovaly syrovatkovy proteinovy hydrolyzat popft.
izolat, rezistentni Skrob, maltodextrin a slunec¢nicovy ole;j.
Pripravené materialy byly poté skladovany v riznych pod-
minkdch po dobu jednoho roku, pfi¢emZ se sledovala
zivotaschopnost probiotika a dalsi fyzikalni parametry
pripravenych materidlt. Vedle velmi komplikovanych
matrici byly také provadény studie umoZziujici vyuZzit
danou matrici jako Zivné medium pro kultivaci probiotik
pred enkapsulaci (Huang a kol., 2017). V tomto piipadé
30 % sladka syrovatka byla pouzita pro kultivaci
Lactobacillus casei a Propionibacterium freudenreichii.
Nasledné toto kultivacni medium bylo Setrné rozmichano
a kontinualné davkovano do sprejové susarny s nékolika
stupfiovym suSenim vzniklych mikrokapsli. Vedle matrici
na bazi proteinovych smési se vyuZivaji také matrice na
bazi oligosacharidi. Takovym piikladem je vyuZiti laktozy
a trehal6zy jako matrice pro enkapsulaci L. rhamnosus,
pficemZ autofi studovali vliv Ca®* iontli na miru preZiti
bakterie po sprejovém suSeni (Zheng a kol., 2016).
Zakladnim problémem tohoto zplisobu enkapsulace je
prezivani probiotickych bakterii pfi aplikaci vyssi teploty
a také osmotického Soku, po rychlém odpareni kapaliny.
Aplikace vysSich teplot vede k inaktivaci mikroorganismi
narusenim cytoplasmatické membrany, bunécné stény,
ribozomu nebo DNA (Haffner a kol., 2016). Z téchto
davodu se také hledaji zpisoby ochrany probiotika pomoci
pridavku raznych sloucenin do matrice. Timto zptisobem
lze vyrazné ovlivnit Zivotaschopnost probiotik. Princip
pusobeni téchto latek veétSinou spociva ve stabilizaci
bunécénych struktur, kterd vede k vyS$S$i odolnosti vici
vysokym teplotim, které tato technologie vyzaduje pfi
samotném procesu suSeni (Huang a kol., 2017; Ying a kol.,
2016; Zheng a kol., 2016).

Sprejové chlazeni

Zajimavou alternativou vySe uvedené technologie je
sprejové chlazeni. V tomto pfipadé aktivni slozka je dis-
pergovana v kapalném materidlu, ktery slouzi jako nosic.
Tento materidl je poté dispergovan do rozpraSovaci komory
s tokem studeného vzduchu, ktery umoziuje ztuhnuti
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materidlu a vytvoreni kapsule. Pomoci této techniky Ize
pripravit ¢astice, kde ucinna slozka se miiZze vyskytovat i na
povrchu castice. Vyhodou této techniky je jeji financni
nendrocnost a potencidl pramyslového vyuziti pro probio-
tika. Dale aplikace nizkych teplot umoziuje vyuziti i pro
teplotné 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 rdmci materiali pouZitelnych pro
tuto techniku jsou dominantni latky na bazi tukd, lipida
jako jsou napt. kakaové maslo (Haffner a kol., 2016), ros-
tlinny tuk (Bampi a kol., 2016; Etchepare a kol., 2016),
plné hydrogenovany palmovy olej (Haffner a kol., 2016).
Nevyhodou této metodiky je rozpad jadra v casticich
béhem skladovani, coby dusledek krystalizace lipida.
DalSim problémem muze byt prili§ rychlé uvoliiovani pro-
biotik po styku ¢astic s vodou. Tyto nevyhody se snaZzi fesit
pridavkem latek, které stabilizuji prostfedi mikrocéstic,
jako jsou inulin nebo polydextréza (Haffner a kol., 2016).
Vyhodou téchto mikrocastic je snadnd stravitelnost ve
sttevé pomoci lipaz, coz zplsobi, Ze mikroorganismy jsou
uvolnény v blizkosti mista jejich plsobeni (Etchepare
a kol., 2016). Ve srovnini se sprejovym suSenim maji
castice nizsi obsah enkapsulovaného probiotika (Haffner
a kol., 2016).

Emulgace

Emulgace vyuziva emulze, tj. smés dvou i vice nemisitel-
nych kapalin, které se promichaji pomoci michadla.
Vyhodou emulgace jsou nizké ndklady na techniku, ale-
spoil v laboratornim méfitku. Emulgace ma obvykle
vysoké procento prezivSich bakterii, avSak je nutné omezit
plsobeni stfiznich sil béhem emulgace. Hlavni nevyhodou
je nizka uniformita velikosti a tvaru ¢astic, coZ mize ztiZit
prevedeni metody do primyslovych rozméri. Jako zaklad-
ni matrice pro probiotika se pouziva nejcastéji inulin, kara-
genan a alginat (Haffner a kol., 2016). Pro tvorbu
mikroc¢astic se pouZzivaji rdzné techniky kombinujici
emulgaci s externi/interni gelaci v pfitomnosti povrchové
aktivnich latek (Holkem a kol., 2017). Proces gelace
spociva ve vyuZziti vlastnosti nosné matrice predevsSim
alginatu, ktery vytvari zpevnénou strukturu v pritomnosti
Ca®™ iontl. Externi gelace spociva ve tvorb& emulze mezi
alginidtovym roztokem obsahujicim probiotikum a olejovou
fazi, pficemZ do vzniklé emulze se piidaji Ca** ionty, které
umozni zpevnéni vytvorenych mikrocastic. Interni gelace
spociva ve tvorbé mikorcastic (probiotikum - alginat - Ca®"),
které jsou nasledné rozsuspendovany v oleji (Valero-Cases
a Frutos, 2015, Holkem a kol., 2017). Timto zptisobem byl
enkapsulovan kmen Bifidobacterium BB-12 (Holkem
a kol., 2017).

Koacervace

Dalsi velmi zajimavou metodou je koacervace, ktera
vyuziva nékolik hydrokoloidnich systému jako jsou Zelati-
na/arabskd guma, chitosan, sojovy protein a Zelatina/
karboxymethylcelul6za. Princip koacervace spociva ve

vylouceni polymernich materidlt z roztoku zménou
fyzikélnich vlastnosti roztoku, napf. zvySenim obsahu soli
nebo snizenim teploty. Latky, které se pridavaji k roz-
toktim, maji vyssi afinitu k vodé nez samotny polymer,
tudiz zpasobuji dehydrataci polymeru, a tim jeho vylouceni
z roztoku. Koacervaci lze dosdhnout pomérné vysokych
vytézki, na druhé strané tento proces je velmi nakladny.
Casto k tvorb& koacervatl a jejich stabilizaci se vyuZziva
situjicich cinidel, jako jsou glutaraldehyd nebo rizné
enzymy. Byla také vyvinuta metoda enkapsulace probio-
tickych bakterii produkujici mikroc¢astice s matrici slozené
z kaseinu a chitosanu (Haffner a kol., 2016). Analogicky
byla popsana enkapsulace/koacervace kmenl Bifido-
bacterium lactis a Lactobacillus acidophillus pomoci kom-
plexu kasein/pektin (Etchepare a kol., 2016). Oba kmeny
pak vykazaly lepsi prezivani pfi nasledném procesu spre-
jového suseni a také vyssi procento preziti v nizkém pH
a zluCovych kyselinach. Dalsi kombinaci sytému protein -
polysacharid je koacervace pomoci smési syrovitkovych
proteinti (3 % w/v) a arabské gumy (3 % w/v), kterd byla
vyuzita pro enkapsulaci probiotickych kment Lactoba-
cillus paracasei a Lactobacillus paraplantarum. Oba
enkapsulované kmeny pfi testech preZivani v nizkém pH
a Zlucovych kyselindch vykazovaly Zivotaschopnost vice
nez 73 %, pricemz planktonické kmeny pouze 19 % (Bosnea
a kol., 2014).

Extruze

Technologie extruze spocivd ve vytlaCovani suspenze
bakterii z trysky, pfiCemz se vytvrzuji pfi kontaktu
s druhym roztokem. Jako nejbéZznéjSi priklad lze uvést
extruzi roztoku algindtu sodného obsahujiciho mikroorga-
nismy, pficemz vytvorené kapky dopadaji do roztoku
obsahujiciho vapenaté ionty. Pii styku alginatu s vapenaty-
mi ionty dochézi k tzv. gelaci, kdy se vytvori nerozpustna
sit algindtu propojena vapenatymi ionty. Touto metodou lze
vytvofit kapsle az o velikosti 3 mm (Haffner a kol., 2016).
V ramci této metody existuje znacné mnozstvi zpusobu
vypuzovani kapek z trysky, jako jsou kapani samospadem,
vypuzovani elektrostatickym impulzem, vibracemi apod.
Vyhodou této techniky je pouZiti nizkych teplot, vznik uni-
formnich ¢astic a moznost kontinualniho procesu tvorby
kapsli, coz usnadnuje primyslovou vyrobu. Na rozdil od
jinych technologii vysledny material je hydratovany, tudiz
1ze ocekavat nizZ§i miru Zivotnosti v porovnani s dehydrato-
vanymi materialy (Haffner a kol., 2016). Dalsi vyhodou je
tvorba vicevrstvych kapsli, ktera spolu v kombinaci s pro-
tektivnimi latkami, poskytuje vét§si ochranu probiotiku.
V tomto piipadé byl studovan vliv pfidavku kukuficného
Skrobu do roztoku algindtu sodného a Lactobacilla aci-
dophila, ktery byl poté enkapsulovan vstfiknutim do roz-
toku vapenatych soli a chitosanu. Chitosan po vzniku
mikrokapsle vytvoril druhou vrstvu kolem alginatového
jadra. Pridavek kukufi¢ného Skrobu do mikrokapsli se pro-
jevil vétsi odolnosti tohoto materidlu v gastrointestindlnim
testu ve srovnani s mikrokapslemi vytvorenymi bez této
latky (Etchepare a kol., 2016). Techniku extruze lze vyuzit
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i na tvorbu mikrokapsli obsahujicich vhodné Zivné médium
spolu s prebiotikem jako zdrojem energie pro enkapsulo-
vany mikroorganismus. Valero-Cases a Frutos (2015)
vytvorili mikrokapsli z roztoku alginatu sodného obsahu-
jiciho MRS medium, glycerol, xanthanovou gumu, inulin
a Lactobacillus plantarum extruzi do roztoku chloridu
vapenatého. Vzniklé mikrokapsle vykazovaly dobrou odol-
nost pfi gastrointestindlnich testech. Majoritni podil
publikaci zabyvajici se technikou extruze je zaloZen na
kombinaci algindtu s probiotiky. Alternativou miize byt
kombinace dvou polymernich sloucenin xanthanové gumy
a chitosanu, ktera vytvafi také gelovité mikrokapsle. Timto
zpisobem byly vytvofeny mikrokapsle obsahujici
Lactobacillus acidophilus. Zakladem extruze je kombinace
dvou latek, které maji opacny naboj, pficemz pfi styku
téchto latek dochazi ke tvorbé gelovych struktur (Chen
a kol., 2015).

Zaver

Jako jeden z nejlepSich zplsobl zajiSténi Zivotaschop-
nosti a stability probiotik se jevi enkapsulace, jelikoZ
chrani probiotika, a to jak v pribéhu zpracovani
a skladovani potravin, tak i pfi prichodu GIT. Vedle
polysacharidii se tradiéné pouzivaji jako matrice pro
enkapsulaci Zelatina, rostlinné proteiny a mlécné pro-
teiny. Kromé toho jsou testovany nové materidly, pfi¢emz
jednim z hlavnich cild je vyuziti synbiotik, coZ je kombi-
nace probiotik s prebiotiky. V ramci dalSiho rozvoje se
klade duraz na tvorbu vicevrstevnych obald, které také
zvySuji schopnost preziti probitotik pfi prichodu GIT.
Velmi zajimavou moZnosti je tvorba mikrokapsli obsahu-
jicich probiotikum s biofilmem, coz by také mélo zvySit
moznost interakce probiotika se stfevni sténou v po-
rovnani s planktonickou formou probiotika. Tvorba
mikrokapsli je komplexni proces, ktery ve své struktuie
zahrnuje vySe zminéné ochranné prvky, pficemz se klade
diraz na rozvoj novych technologii, které by umoznily
tvorbu téchto komplexnich matric pro probiotika. V aka-
demické sféfe jsou nejmasivnéji pouzivany technologie
sprejového suseni, emulzifikace a extruze, pfi¢emz kazda
z téchto technologii mé sva kritickd omezeni. Z téchto
technologii 1ze povazovat za velmi zajimavou technologii
extruze, protoze kombinuje mirné podminky a tvorbu
malych kapsli. Modifikaci této technologie, ktera ziskava
vétsi pozornost, je elektrosprej a technologie vibracni
trysky, v obou pfipadech jsou na trhu zafizeni vybavena
témito technologiemi.

Vzhledem k vzristajici poptdvce po potravinach obsahu-
jicich probiotika je nyni dulezity rozvoj technologii na
industridlni drovni, kdy tvorba mikrokapsli bude pred-
stavovat kombinaci nékolika technologickych procest,
pri¢emz snahou by mélo byt zjednoduseni postupu vyroby
velmi komplikovanych struktur mikrokapsli.
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