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Nosi€ urceny ke kultivaci probiotickych kultur, kompozice, ktera takovyto nosi¢ obsahuje

Oblast techniky

Vynalez se tyka nosi¢e ur¢eného ke kultivaci probiotickych kultur, kompozice, ktera takovyto
nosi¢ obsahuje. Kompozice obsahuje alespori jednu probiotickou kulturu adherovanou na nosic,
potravinarského, farmaceutick¢ho nebo veterinarniho vyrobku, ktery tuto kompozici obsahuje.
Mezi tyto vyrobky patii dopliiky stravy, produkty pro zvlastni vyzivu, potraviny, napoje, 1é€iva,
zdravotnické prostiedky, kosmetické a hygienické produkty, veterinarni krmiva a dopliky s
obsahem probiotickych kultur.

Dosavadni stav techniky

vvvvvv

existence zivota na Zemi. Mohou Zit bud” voln¢ ve vodnim prostfedi, tzv. planktonické buiky
(rovnéz solitémi, jednotlivé), nebo ve spolecenstvi, které vytvaii tenkou vrstvu na pevnych
télesech - biofilm. Tato forma je pro mikroorganizmy z mnoha davodu vyhodngjsi a ve vétSing
prostfedi je 1 zakladnim zpuasobem jejich pfirozen¢ho vyskytu (kameny v rybnice, Zumpy,
pramyslové odpady, bioreaktory, zuby atd.). Vhodné podminky pro tvorbu biofilmu jsou rovnéz
cizi t€lesa v lidském téle (kanyly, katetry, implantaty), na druhou stranu pratelsky biofilm stievni
sliznice chrani pfed kolonizaci patogennich mikroorganizmu a napomaha spravné funkci GIT
(Huang a kol., 2011, Schindler, 2001). Riist ve form¢ biofilmu poskytuje buiikam také vetsi
ochranu (Huang a kol., 2011, Hoiby a kol., 2010).

Tloustka (cca 1 az 1000 pm) biofilmu zavisi na dostupnosti zivin, kysliku a na poctu rodu ¢i
druhu, které biofilm vytvafi. V piirozeném prostiedi je naprosto pievazujici vicedruhové
spolecenstvi mikroorganizmu. Biofilm se sklada z agregatii a dutin, které jsou propojeny kanalky.
Pomoci kanalkii mohou pronikat jak Ziviny, tak metabolity ¢i signalni molekuly do hlubsich
vrstev biofilmové struktury. Presto se napiiklad koncentrace kysliku lisi v zavislosti na
vzdalenosti od povrchu biofilmu: nizsi vrstvy jsou zpravidla méné zasobeny kyslikem a prevlada
v nich anaerobni prostiedi. Vytvaii se tak specifické oblasti biofilmu a biofilm nema homogenni
strukturu. Bakterie jsou v ramci biofilmové struktury rozlozeny nerovnomémé a rostou v tzv.
mikrokoloniich (Schindler, 2001). Podrobné popsané jsou ,smésné" biofilmy tvofené rody
Saccharomyces, Lactobacillus plantarum a Leuconoctoc mesenteroides (Furukawa a kol., 2015).

Vznik biofilmu je podminén pfitomnosti vhodného materialu, na ktery se mikroorganizmus miize
uchytit, dostateCnym mnoZzstvim Zivin a jednotlivymi solitérnimi buiikami. Pfichyceni bunék na
povrch je komplexni proces, ktery je usnadnén, pokud je povrch hydrofobni (Donlan, 2002).
Jakmile buiiky pomoci specialnich latek, tzv. adhezint (bilkoviny, polysacharidy, glykopeptidy),
prilnou k povrchu, zméni svij fenotypovy projev (biCiky, fimbrie, produkce proteint, bilkoviny
poért bunééné stény atd.) a zacnou produkovat do prostiedi velké mnozstvi polysacharidu s
lepivymi vlastnostmi. Tyto latky, které tvofi zhruba 50 az 90 % mokré biomasy biofilmu, slouzi
jako jakasi hlenova matrice (EPS, extracellular polymeric substances), drzi buiiky pohromad¢ a
umozinuji rozsifovani a zvétSeni biofilmu. Regulace genové exprese nastava v fadu minut po
pfichyceni jednotlivych bun¢k k povrchu (Donlan, 2002), vyrazn¢ se li§i u planktonické a
biofilmové formy (Watnick a Kolter, 2000). U pfiblizn€ 22 % genti dochazi ke zvyseni exprese.
Jedna se o geny, jejichz produkty jsou potiebné pro rozvoj biofilmu (napf. produkce
exopolysacharidu), u 16 % gent dochazi ke snizeni exprese (Flemming a Wingender, 2010,
Watnick a Kolter, 2000). Extracelularni matrix je dobfe hydratovana, je tvofena zejména
polysacharidy, bilkovinami, nukleovymi kyselinami a lipidy. Poskytuje mechanickou stabilitu
biofilmu, zprostiedkovava adhezi k povrchu a tvofi kohezni 3D strukturu, ktera drzi bunky
pohromad¢ a umoziuje komunikaci bunck a jejich imobilizaci v biofilmu. Zaroven chrani buiiky
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pfed extracelulamimi enzymy. Extracelulami matrix se mize mezi jednotlivymi biofilmy
vyznamng¢ li§it v rozpustnosti a ve svém sloZeni, které odpovida druhovému zastoupeni, teploté i
dostupnosti Zivin, a jeji mnozstvi roste se stafim biofilmu. Extracelularni bakterialni struktury,
fimbrie a bic¢iky, mohou mit vyznam pfi stabilizaci biofilmu.

Exopolysacharidy produkované kmenem Lactobacillus plantarum YW32 a jejich bioaktivita byly
detailn¢ charakterizovany. Byly sloZeny z mandzy, fruktézy, galaktézy, glukézy v piiblizném
poméru 8,2 : 1 : 4,1 : 4,2, Mikrostrukturni studie potvrdila pavuéinovou strukturu sloZzenou z
kompaktnich vlaken a pfitomnost mnoha homogennich ty¢inkovitych zdutelin. Exopolysacharidy
vykazovaly vysokou teplotni stabilitu (teplota degradace zhruba 283 °C) a odolnost vuci
hydroxylovym a superoxid-radikalum pii mnozstvi 5 mg/ml. Dale inhibovaly tvorbu biofilmu
nckterych patogennich bakterii, napt. E. Coli O157, Shigella flexneri CMCC(B), Staphylococcus
aureus ACI, Salmonella typhimurium S50333, tato vlastnost ale byla zavisla na koncentraci
téchto exopolysacharidii. Dobra inhibi¢ni aktivita byla zaznamenana proti buiikam rakoviny
stieva HT-29. Tyto vysledky naznacuji, Ze samotné exopolysacharidy by mohly byt uzivany jako
dopliiky stravy (Wang a kol., 2015).

V plné vytvofeném biofilmu spolu bunky komunikuji diky tzv. quorum sensing a diky specialnim
chemickym signalim (jednoduché latky ¢i peptidy), které fidi déleni bunék, hustotu populace,
aktivaci ¢1 umléeni genové exprese, tvorbu hlenové matrice €1 tvorbu proteinu, které je $tépi
(Schindler, 2001). Pokud populace dosahne urcité hustoty, tedy i tyto signaly dosahnou urcité
koncentrace, aktivuji se geny, které ovlivityji diferenciaci biofilmu (Donlan, 2002).

Struktura biofilmu je heterogenni a neustile se méni v zavislosti na vné&jSich 1 vnitinich
procesech. Bylo dokazano, Zze buiiky z jednotlivych mikrokolonii migruji v ramci biofilmu.
Struktura mikrokolonii se méni z kompaktni do voln¢ a jednotlivé buiiky mohou opoustét biofilm
(Donlan, 2002). Mala vzdalenost mezi mikrokoloniemi piedstavuje idealni prostiedi pro
vytvareni gradientu Zivin, vyménu genu a quorum sensing. 3D struktura biofilmu, a to zejména
povrchové parametry ukazujici heterogenitu biofilmu a objemové parametry, které popisuji
velikost a morfologii biomasy, byla detailné popsana v praci Beyenala a kol. (2004).

Hlavni mechanizmy pro pfezivani biofilmu a uvnitf biofilmu jsou: ochrana proti oxidativnimu
stresu specificka pro biofilm, exprese efluxnich pump a ochrana pomoci matrixovych
polysacharidu (de Angelis a kol., 2015).

Biofilm v lidském t¢le

Za normalnich podminek je v lidském organizmu biofilm pfitomen jako zubni plak, ktery lze
odstranit, ale vzdy se vytvofi znovu. Biofilm v ustech je zpravidla tvofen grampozitivnimi
bakteriemi (Streptococcus, Staphylococcus) a kvasinkami. Bylo identifikovano zhruba 700 druha
bakterii kolonizujicich jazyk, zuby a dutinu ustni. Biofilm v ustech a jeho produkty pfispivaji ke
zdravému stavu dasni a zubu (Huang a kol ., 2011).

V nekrotickych tkanich, ve ZluCovych cestach, pii infekei kostni diené, zanétu prostaty ¢i
cystické fibroze se biofilm muze rozvinout i ve tkanich a miiZze byt zdrojem ohniskové infekce.
Je-li do t¢la (arterie, zily, mocCové trubice) zavedena cévka, mize se biofilm rozvinout na jejim
povrchu v ramci nckolika dni a pfedstavovat zdroj nakazy. Velkym problémem je osidleni
umélych srdeénich chlopni ¢i délozniho téliska. Nejvétsi ,,vyhodou" biofilmu je vyssi odolnost,
nepropustnost pro latky a vyssi kontakt mezi butikami, tedy i snadnéjsi moznost vymény genu,
zejména pro virulenci a rezistenci k antibiotickym latkam. Typickym piikladem jednodruhového
biofilmu jsou infekce srdec¢nich chlopni, kdy se tvofi fibrinovy matrix, ktery chrani bakterie pred
leukocyty (Donlan, 2002).

Nejvetsi mnozstvi biofilmu obsahuje gastrointestinalni trakt (GIT). Vyzkum vyvoje a funkce
biofilmu v GIT je do zna¢né miry omezen pouze na nemocné pacienty z duvodu odebirani vzorku
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biopsii €1 materidlem z chirurgickych zakroki. To je spojeno i1 s uzivanim antibiotik ¢i
,vyplachnutim™ stfeva pfed endoskopii nebo kolonoskopii (Macfarlane a Dillon, 2007). Ziskan¢
vzorky tedy nemusi byt reprezentativnim prikladem kolonizovaného stieva.

Epitelialni buriky jsou pfirozené pokryty vrstvou slizu, ktery znemozituje usednuti patogennich
mikroorganizmu. Mikroorganizmy v tlustém stfevé mohou existovat jako individualni buiky, v
mikrokoloniich ¢i ve shlucich s ostatnimi druhy (Macfarlane a Dillon, 2007). V ojedinélych
piipadech muze biofilm tvofit pouze jeden mikrobialni druh (infekce srdecnich chlopni, katetra,
prostetik). Biofilm v prostiedi GIT je obvykle vicedruhovy a jeho rozvoj je ovlivnén podminkami
prostredi, Zivinami a obrannymi vlastnostmi imunitniho systému jedince (Macfarlane a Dillon,
2007). Jednotlivé buiiky se lisi od biofilmovych zejména v metabolické aktivité, vyssi rezistenci
k antibiotikiim a ostatnim nepfiznivym vliviim jako napf. nizké pH.

Homi ¢ast GIT (zaludek, jicen) obsahuje prevazné fakultativné anacrobné kultivovatelné
mikroorganizmy, které¢ se sem dostavaji z dutiny astni (streptokoky, laktobacily). V zaludku se
bézné vyskytuji bakterie rodu Lactobacillus, Helicobacter pyroli a bakterie tolerantni k nizkému
pH. Hodnota pH nizsi nez 4 vyrazn¢€ eliminuje rust mikroorganizmi. Biofilm v lumen stieva je
tvofen zivymi 1 mrtvymi butikami, je G€innéj§i pfi §t€peni polysacharidi oproti neadherujicim
buitkam a vytvaii jako koncovy produkt acetat oproti butyratu u neadherujicich (Macfarlane a
Dillon, 2007). Byly zaznamenany drobné rozdily v enzymatické aktivité zejména pro enzymy s
proteolytickou ¢i peptidolytickou aktivitou, kterd usnadituje naruSeni mucinu na povrchu
epitelidlnich bun¢k. Mukoézni biofilm je tvofen zejména cubakteriemi, bifidobakteriemi,
klostridiemi a §irokou §kalou grampozitivnich koki. Patmé je ale 1 odli$né druhové zastoupeni u
kazdé¢ho jedince s ohledem na stravu a zdravotni stav. SloZeni mukoézniho biofilmu je vyrazné
odlisné od slozeni mikrobiomu ve stolici (Macfarlane a Dillon, 2007).

Probiotické bakterie mohou inhibovat ¢i pomoci predchazet infekcim mocového ustroji. Inhibice
tvorby biofilmu E. coli NTC 9001 a Enterococcus faecalis NTC 00775 byla prokazana bez
ohledu, zda bylo pouZito jednodruhové ¢i vicedruhové probiotikum (Chapman a kol., 2013,
Chapman a kol., 2014).

Biofilm probiotickych bakterii

Biofilm chrani buiiky pfed antibakterialnimi latkami, fagy, imunitnim systémem hostitelského
organizmu, zvySuje jejich rezistenci k nizkému pH, organickym kyselinam, k nedostatku Zivin,
vysychani a umoziuje setrvani na jednom misté¢ v proudicim tekutém prostiedi. Extracelularni
polysacharidy, které tvofi matrix biofilmu, ovliviluji adhezi bakterii na mukézu, coZ je
pfedpokladem pro jejich pozitivni piisobeni v makroorganizmu. Biofilm by rovnéz mohl byt
enkapsulovan misto solitérnich bunék a tak pfispét ke zvySeni rezistence produkovanych
mikrokapsli dale pfidavanych napf. do funkénich potravin (Perzinova, 2014).

Tvorba biofilmu u probiotickych bakterii je povaZzovana za vyhodnou vlastnost, nebot’ usnadiuje
kolonizaci a dlouhodobé pretrvani v hostitelském organizmu (Terraf a kol., 2012). Druhy i
jednotlivé kmeny se mezi sebou lisi v probiotickych vlastnostech, napt. mistn¢ specificka adheze
v GIT, vliv na imunitu hostitele 1 jeho zdravou, pfipadné zanicenou sliznici (Soccol a kol., 2010).
Vsechny testované kmeny rodu Lactobacillus prokazaly schopnost vytvaret biofilm na
polystyrénovém povrchu, pfiCemz Lactobacillus acidophilus vykazoval nejvyssi miru tvorby
biofilmu. Byla prokazana ko-agregace mezi laktobacily a tfemi patogennimi kmeny (Ventolini,
2014). Ve studii Lin a kol. (2015) byla prokazana inhibice kmene Streptococcus mutans
testovanymi probiotickymi kmeny Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei LCOI,
Lactobacillus plantarum ST-1II, Lactobacillus paracasei Lpc-37 a Lactobacillus rhamnosus
HNOOI. Supematant pouze dvou kmenil (Shirota, HNOO1) byl schopen inhibovat S. mutans
rostouci v biofilmu. Inhibice byla zapfi¢inéna tvorbou kyselého prostfedi a bakteriociniim
podobnymi peptidy.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308165 B6

Byla provedena fada testi na antimikrobialni u¢inky riznych probiotickych kmenu véetné kmenu
izolovanych z epitelt hostitelskych organismi. Nékteré probiotické ucinky jsou v biofilmu
zesileny, napf. kmeny L. reuteri produkovaly v biofilmu vice reuterinu - antimikrobialniho
faktoru inhibujiciho grampozitivni 1 gramnegativni bakterie, kvasinky 1 protozoa (Jones a
Versalovic, 2009). Kmeny rodu Lactobacillus a Enterococcus izolované z vaginalni mikroflory
klisen byly charakterizovany (adheze k vaginalnimu epitelu, antimikrobialni aktivita, tvorba
biofilmu) za ucelem ziskani vhodnych kment, které by mohly byt vyuzity jako probiotika koni
(Fraga a kol., 2008). Lactobacillus fermentum SK5 izolovany z vaginalni mikroflory zdravé Zeny
byl testovan jako mozné probiotikum. Tento kmen preZival v pH 3 az4 a 0,1 az 0,2% Zluci, nebyl
ovlivnén pepsinem (3 g/l) ani pankreatinem (1 g/1). Kmen L. fermentum SK5 ma antimikrobni
potencial vuéi gastrointestinalnimu patogenu F. coli, vaginalnimu patogenu Gardnerella
vaginalis, zaroven u n¢ho byla prokazana schopnost adheze k epitelidlnim buikam (HeLa, HT-29
a Caco-2) a tvorba biofilmu (Kaewnopparat et al.,, 2013). Lactobacillus iners, nejcastéji
izolovany mikroorganizmus z vaginy zdravych Zen, narusoval povrch, hustotu i hloubku biofilmu
rodu Gardnerella (Saunders a kol., 2007). Klinické studie potvrdily, ze kmeny Lactobacillus
rhamnosus GR-1 a Lactobacillus reuteri RC-14 snizovaly riziko bakterialnich vagin6z (Saunders
a kol., 2007). Dale byly testovany (autoagregace, adheze k mucinu a tvorba biofilmu) kmeny
druhu Lactobacillus gasseri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri izolované z vaginy
(Tomas a kol., 2005, Terraf a kol., 2014). U kmenu Lactobacillus izolovanych z vagin zdravych
Zen byla prokazana tvorba hydrogen peroxidu a pfi nejnizsi koncentraci 280 pg/ml prokazatelné
inhibovaly rist cervikalnich 1 jinych patogent, Salmonella, Gardnerella, Chlamydia,
Trichomonas, Neisseria (Dasari a kol., 2014). V praci Pascuala a kol. (2010) bylo testovano 100
kmenii rodu Lactobacillus izolovanych z vagin zdravych zen. Kmen L. fermentum L23 byl
vybran (schopnost tvofit bakteriociny, schopnost kolonizace, autoagregace, adherence k
vaginalnimu epitelu, agregace k bakterialnim patogentm) jako vhodny kandidat pro pokusy na
mysich, které¢ potvrdily, Ze tento kmen by mohl byt vhodnou alternativou pii 1é¢bé genitalnich
infekei. Kmeny Lactobacillus plantarum LP0O1 a Lactobacillus fermentum LFI15 by mohly
prispivat k dlouhodobé ochrané diky jejich integraci do vaginalniho mikrobiomu a adhezi k
epitelidlnim butikam pii pouziti vaginalnich tablet, které pomalu uvoliiuji obsah. Oba kmeny byly
schopny potlacit rist Gardnerella vaginalis a in vitro 1 E. coli, mohou tak potlacit nejen
anaerobni patogeny (Vicariotto a kol., 2014).

Ve studii Tulumoglu a kol. (2013) bylo testovano 20 kmenu rodu Lactobacillus z détské stolice
(vék déti 4 az 15 let) pro jejich schopnost piezit i za nizkého pH (2; 2.5 a 3), v piitomnosti
zluCovych soli (0,25; 0,5 a 0,75 % zluCovych soli). U kmenu byl testovan vliv na rist patogenti a
citlivost vii¢i 13 vybranym antibiotikiim. VSechny pouzité kmeny inhibovaly rast E. cofi
ATCC11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 a byly
rezistentni k teikoplaninu, vankomycinu a bacitracinu. Kmeny produkovaly 70 az 290 mg/l
exopolysacharidu. Dosazené vysledky naznaluji, Ze testy pro produkci exopolysacharidi,
toleranci ke ZluCovym solim, antimikrobialni aktivitu, antibiotickou rezistenci, agregaci
laktobacili mohou byt vyuZity pii testovani vhodnych humannich probiotickych kmenu
(Tulumoglu a kol., 2013).

Studie Aoudia a kol. (2016) srovnavala tfi kmeny rodu Lactobacillus izolované z lidské stolice
nebo slin (L. plantarum, L. fermentum). Kmeny tvofily biofilm na abiotickém povrchu s
rozdilnym mnozZstvim biomasy. Pomoci metody rustu v mikrotitracni destiCce s napodobenim
prostfedi GIT bylo zjisténo, Ze osmolarita a nizkd koncentrace Zlu¢i vyrazné ovlivnila
prostorovou organizaci laktobacili. Kmeny 1. plantarum tvotily biofilm i1 za vysoké koncentrace
zlu¢i a hlenu. Dale bylo prokazano, Ze supernatant laktobacili produkoval v biofilmu molekuly,
kter¢ inhibovaly patogeny vyskytujici se v jidle. Supematant bun¢k biofilmu, ne v§ak supernatant
volnych bunék, potlacil produkci tumor nekrotizujiciho faktoru a.

Probiotické bakterie ¢i bakterialni biofilm by se mohl vyuzivat pii prevenci proti zubnimu kazu.
Antimikrobialni aktivita proti Gstnim streptokokum byla sledovana v praci Lee a Kim (2014).
Probiotika byla pfidana k bakteriim ve slinach, které¢ obsahovaly 1 Strepfococcus mutans. Kmeny
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rodu Lactobacillus silné inhibovaly rast ustnich streptokokti a tvorbu biofilmu, ktery pfispiva k
zubnimu kazu.

Supematant kultury Lactobacillus casei ATCC334 jak planktonnich bunck, tak biofilmu byl
pouzit pro osetieni makrofagnich monocytickych bun¢k THP-1. Produkce tumor nekrotizujiciho
faktoru o byla potlacena pouze v pfitomnosti supernatantu biofilmové formy kultury (konkrétng
GroEL) a bylo potvrzeno, Ze rozvoj biofilmu u rodu Lactobacillus ovliviioval imunitni odpovéd’
(Ricu a kol., 2014).

Rozdil mezi biofilmovou a solitémi bunkou

Prace de Angelis a kol. (2015) porovnava solitérni a biofilmovou formu bun¢k Lactobacillus
plantarum DB200. Buiiky rostouci v biofilmu byly delsi a shlukovaly se ve vétsi mife nez
solitérni buriky. Pomér mezi spotfebovanou glukozou a syntézou laktatu vyznamné poklesl v
Lbiofilmovych podminkach®. Pfi srovnani proteomu byl rozdil 115 bodu u exoprotcomu
(extracelulami bilkoviny a bilkoviny bunééné stény) a 44 bodi u protecomu (cytoplazmatické
bilkoviny) mezi obéma formami. SniZzena ¢i zvySena regulace (nejméné 2x) byla zaznamenana u
téchto funk¢énich kategorii: stavba bunécné stény a katabolické procesy, bunéény cyklus a adheze,
transport, glykolyza, metabolizmus uhlovodikii, metabolizmus exopolysacharidii, metabolizmus
aminokyselin a bilkovin, biosyntéza mastnych kyselin a tukd, metabolizmus nukleotidi a purinu,
odpovéd” na stres, oxida¢né/redukéni procesy a energeticky metabolizmus. Biofilmova kultura
vykazovala vysoky stupeit exprese stresovych proteinu (napi. DnaK, GroEL, ClpP, GroES,
katalaza), ktery ji napomaha k pieziti nepfiznivych podminek v prostiedi. U rodu Lactobacillus
dochazi ke zvySené syntéze extracelularmnich bilkovin a bilkovin (vCetné molekularnich
chaperoni, enzymu, lipoproteinti), umisténych na povrchu buiky, které jsou zodpovédné za
adhezi pri ristu ve form¢ biofilmu.

Rozdilna morfologie biofilmu L. plantarum subsp. plantarum JCM 1149, L. brevis JCM 1059 a
L. fructivorans JCM 1117 na krycich sklickach byla prokazana (Kubota a kol., 2008). Povrch
vytvofenych biofilmii (hladky ¢i drsny) i tvar bunck laktobacilii se lisil. V¢tSina bunck L.
fructivorans a nckteré butiky L. brevis byly v biofilmu delsi nez v suspenzi (solitémi buriky), v
piipad¢ L. plantarum vykazovaly builky stejnou morfologii. U kmene L. rhamnosus CRL 1332 a
L. reuteri CRIL 1324 nebyly zaznamenany zadné zmény v morfologii bunc¢k v biofilmu oproti
planktonnim bunkam (Terraf a kol., 2012). Zmény morfologie u ¢asti bun¢k v biofilmu L.
plantarum 8-RA-3 vytvofeném na otrubach byly popsany v praci Ushakova a kol. (2012).

Modelovy systém pro interakci patogenniho a probiotického biofilmu, ktery méni podminky
prostfedi (mistni zvySeni koncentrace kyseliny mlééné a snizeni pH prostiedi) byl vytvofen v
praci Eberl a kol. (2010).

Probiotika, probiotické mikroorganizmy

Lidsky GIT je osidlen mikrobialnim spolecenstvem tvofenym stovkami riiznych druht. Stfevni
mikrofléra hraje vyznamnou roli nejenom pii traveni potravy, metabolizmu endogennich a
exogennich latek a produkei esencidlnich vitamind, ale 1 pfi zvySovani imunitni odpovédi
organizmu a pii prevenci infekci zplisobenych patogennimi bakteriemi (Gibson a Robefroid,
1995).

Dle definice jsou probiotika zivé mikrobialni doplitky stravy, kter¢ prospé$né plisobi na hostitele
zlepSovanim rovnovahy mikroflory ve stfevé (Fuller, 1989). Aktualngjsi definici pro vyZivu
¢lovéka navrhli Salminen a kol. (1998): probiotika jsou Zivé mikrobialni slozky potravy, které
jsou zdravi prospé$né. Podle FAO/WFIO (2002) jsou probiotika definovana jako zivé
mikroorganizmy, jejichz podavani hostiteli v adekvatnim mnozstvi vede ke zlepSeni zdravi
hostitele.
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Kromé prokazanych terapeutickych vlastnosti musi probiotické mikroorganizmy spliiovat dalsi
pozadavky. Zvlastni diraz je kladen na bezpecnost (Fric, 2007). Jedna se minimaln¢ o tyto
vlastnosti: nepatogenni vlastnosti (v€etné produkce toxinll), rezistence k Zalude¢nim kyselinam a
zlu¢i, adheze na buiiky stfevniho epitelu, schopnost kolonizovat stievo, prokazany pfiznivy vliv
na hostitele, bezpecnost. Kmeny musi byt jednozna¢né identifikované a zaroven ulozené v
mezinarodni sbirce mikroorganizma.

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Bakterie mlééného kvaseni jsou vyznamné probiotické mikroorganizmy, které pusobi predev§im
v GIT ¢loveka. Zastupci jsou klasifikovani pomoci fenotypovych vlastnosti, morfologie, zpusobu
fermentace glukoézy, rastu pii riiznych teplotach, konfigurace kyseliny mlééné a fermentace
sacharidii (Holzapfel a kol., 2001). Mezi probiotické bakteric mlécného kvaSeni patii rody
Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus faecium, Streptococcus —thermophilus,
Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus acidilactici, Lactococcus lactis (Holzapfel a kol.,
2001).

Do skupiny bakterii mlééného kvasSeni podle novéjsi nomenklatury nepatii rod Bifidobacterium,
nalezi do zcela jiné vétve (Actinobacteria) nez ostatni mlééné bakterie. Vzhledem k podobnym
fyziologickym vlastnostem, zpusobu vyuziti v potravinarském prumyslu a také s ohledem na
spole¢nou historii byva do této skupiny piifazovan (Borriello a kol., 2003).

Kultivace probiotickych bakterii

Zivotaschopnost probiotickych mikroorganizmii zivisi na mnoha faktorech, napf. kmeni
mikroorganizmu, slozeni kultivacniho média, uchovavani. Pro kultivaci skupiny probiotickych
laktobacilit se vyuziva specifické médium, které¢ obsahuje zdroje uhliku (nejCastéji cukry s
kratkym fetézcem - maltdza, sachardza, glukéza, fruktodza), ristové faktory (zdroje dusiku,
peptidy a aminokyseliny, mineraly, vitaminy) a ma pufrovaci kapacitu. Uchovani probiotickych
preparatii zavisi na jeho form¢ - tekuta nebo susena forma. Pfiprava tekuté formy probiotik je
snaz§i a muze byt vyuzita ihned, nevyhodou je krat§i Zivotnost preparati. Susené kultury
(mrazem ¢i sprejove) vyZzaduji vicekrokovy postup, ale Zivotnost preparatu je delsi (Puphan a
kol., 2013).

Kultivace probiotickych laktobacilti probiha v tekutych bujonech s provzdusnovanim ¢i tfepanim
(Puphan a kol ., 2013, Ushalcova a kol., 2012). Nejcastéji se vyuziva MRS médium, piipadné jiné
médium sloZzené napft. z kvasni¢ného extraktu, vitaminu, Tweenu 80, tryptonu, glukézy €i jinych
zdroja cukra (Ling, 2004). SloZeni média je zavislé na pouzitém kmeni a typu kultivace. Dulezita
je pii kultivaci rovnéZz optimalizace pH, aerace, tiepani, inokula¢ni davky a teploty pro dany
mikrobialni kmen. Dobrych vysledkil pro produkci biomasy u kmene L. rhamnosus ATCC 7469
bylo dosaZeno pii kontinualni kultivaci oproti vsadkové (statické) kultivaci (Ling, 2004).

Vyse zminéné kultivace probihaji v tekutych médiich za provzdusnovani ¢i michani v barikach
nebo fermentorech, ziskané burky jsou tedy ve vznosu v solitérni, nikoli v biofilmové forme.

Tvorba biofilmu je pfevazné studovana na abiotickych povrSich, které mohou byt potazeny
biologickymi molekulami. Nejcastéji se vyuziva staticka kultivace v polystyrénové mikrotitra¢ni
desticce, prutokova kyveta ¢i kultivace v Petriho misce (Perzinova, 2014). Vznik i mnoZstvi
biofilmu je zavislé na kultivacnich podminkach i kmeni mikroorganizmu. Napfiklad tvorba
biofilmu u kmene L. fermentum izolované¢ho ze zubniho plaku ve sklenéné pratokové kyveté
potazené mucinem MUCSB z lidskych slin byla prokazana (Wickstrom a kol., 2013).

Metody pro kultivaci biofilmu v laboratornich podminkach zavisi na vybraném mikrobialnim
kmeni ¢i spolecenstvu kment (McBain, 2009). Uzaviené systémy pouZzivané pro kultivaci jsou:
agary, mikrotitracni destiCky; oteviené systémy: suspendovany substratovy chemostat (jakykoli
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substrat, na ktery se builky mohou uchytit, pfidany do reaktoru, napf. sklenéné kulicky,
smaltovanad ¢i emailova hmota, biomateridly, sklenéna vlna, hydroxyapatitovy substrat).
Suspendovany substratovy chemostat ma vyhodu i v tom, Ze volné buitky mohou vytvaret biofilm
na rozhrani pevné latky a tekutiny. Vyuziti suspendovaného substratového chemostatu je zejména
pii studiu zubniho, Gstniho a stfevniho biofilmu a genové exprese v biofilmu. Tento systém je
dostupny 1 komeréné. Dal§im typem jsou prutokové kyvety (moznost mikroskopického
monitorovani a odnimani ¢asti biofilmu), Robbinsuv pfistroj, tj. plastova ¢i Zelezna ty¢, do které
se vsunuje kolicek, CDFF (constant depth film fermenter), DFBR (drip flow biofilm reactor),
promyvaci biofilmovy reaktor, promyvaci membranovy reaktor, Sorbarod biofilm reaktor.

Ke kultivaci biofilmu je mozné vyuzit fady metod (staticka, dynamicka i kontinualni kultivace) s
tim, ze vétSina metod je vyuzitelna pouze pro laboratorni méfitko. Nejvétsim problémem je
nedostatek standardizace, obtizné nastaveni presné definovanych podminek a omezené vyuziti pii
feseni specifickych vyzkumnych cilti (Perzinova, 2014). Pti kontinualni kultivaci probiotik miize
snaze dochazet ke kontaminaci a buriky mohou Casem ztracet své vlastnosti (Lacroix a Yildirim,
2007).

Pro kultivaci bifidobakterii je nutno dodat komplexni hydrogenni substrat (hovézi kasein,
syrovatka, kvasni¢ny extrakt). Riast v odstfedéném mléce je nizky a kmenove specificky
(Doleyeres a Lacroix, 2005). Dalsi moznosti je kultivace mléénych bakterii a bifidobakterii v
imobilizovaném systému - uchyceni v polymermni siti, pfichyceni ¢i adsorpce k nosici, uchyceni k
membran€ ¢i mikroenkapsulace, coz je vyhodnéjsi z hlediska zisku biomasy a tvorby metabolitu
(hustota bun¢k, opakované vyuZiti biokatalyzatori, odolnost ke kontaminaci a bakteriofagiim,
pfedchazeni vymyvani pfi kontinualni kultivaci, fyzikalni a chemicka ochrana bunck). Dva typy
imobiliza¢nich metod byly testovany pro propagaci bifidobakterii: membranové bioreaktory a
kulicky z polysacharidového gelu.

U membranovych systému s kontinualnim priitokem jsou buiky udrzovany v systému diky
ultrafiltrum ¢i mikrofiltrim (membrany) zatimco malé molekuly pres filtry prochazeji. Produkce
bunck bifidobakterii je v nékterych piipadech az 15x vyssi nez pii klasické kultivaci v tekutém
médiu. Nevyhodou metody je, Ze buiikky nejsou vhodné pro opakované pouziti z divodu nizke
viability a snizen¢ metabolické aktivity, vysoké pofizovaci ceny, udrzby a zanaseni membran
(Doleyres a Lacroix, 2005, Lacroix a Yildirim, 2007).

Sférické polymerni kulicky (0,3 az 3 mm) se vyrabi lisovaci nebo emulzni tepelnou technikou
(napf. agardza, zelatina) ¢i ionotropni (alginat, chitosan) Zelatinaci kapek. Inkubace
imobilizovanych bunék v Zivném médiu vytvari oblasti s vysokou koncentraci bunék, které se §ifi
z kulicky. Rast mimo kulicku je limitovan nedostatkem substratu, akumulaci inhibi¢nich
produkti a nizkym pH. Pokud buiiky v kuli¢ce rostou ve form¢ biofilmu, velké mnozstvi bunck
se uvoliiyje ze svrchni vrstvy do fermentacniho média jako nasledek expanze bunék, kolizi mezi
sebou a stfiznych sil v reaktoru. Limitujicim faktorem imobilizovanych mléénych bakterii a
bifidobakterii je inhibice metabolity a hodnotami pH (Doleyres a Lacroix, 2005, Lacroix a
Yildirim, 2007). Tento typ kultivace umoziuje vyrobu smésné kultury v pfipadné nezavisle
imobilizace vice druhu, napt. Bifidobacterium longum a Lactococcus lactis, v zavislosti na
teploté a dob¢ kultivace (Doleyres a Lacroix, 2005).

Podstata vynalezu

Nedostatky feseni dosavadniho stavu techniky zvlast¢ v oblasti zlepSeni adheze probiotik ke
sliznici fesi probioticka kompozice, ktera obsahuje alespon jednu probiotickou kulturu, ktera je
alesponn cCastetn¢ ve formé biofilmu na nosic¢i. Vyrazné lepsi adhezi kompozice zajistuje
predev§im diky pfitomnosti fixaéni slozky, kterou je hydroxypropylmethylceluldéza. Ta je
soucasti nosice urcencho ke kultivaci probiotickych kultur. Podstatou nosic¢e podle vynalezu je,
ze obsahuje koloidni SiO», prebiotickou slozku a hydroxypropylmethylceluldozu (dale HPMC).
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Podle dalsiho provedeni nosi¢e podle vynalezu je mnozstvi koloidniho SiO, 0,001 az 50 %
hmotn., s vvhodou 0,1 az 5 % hmotn., mnozstvi probiotické slozky je 0,01 az 99 % hmotn. s
vyhodou 10 aZz 60 % hmotn. a mnoZstvi hydroxypropylmethylcelulézy je 0,1 az 95 % hmotn. s
vyhodou 5 az 60 % hmotn. Povrch koloidniho SiO, dosahuje hodnoty v rozsahu 2 m*/g az 200
m?/g. Prebioticka slozka obsazena v nosi¢i podle vynalezu je vybrana ze skupiny zahrmujici
inulin, dextrin, maltodextrin, kukuficny §krob, bramborovy s$krob, fruktooligosacharidy,
galaktooligosacharidy, ovocné extrakty, zeleninové extrakty, obiln¢ extrakty, lusténinové
extrakty, lyofilizované ovoce, s vyhodou banan; lyofilizovanou zeleninu, s vyhodou mrkev nebo
dyni; nebo jejich smési.

Probioticka kompozice podle vynalezu obsahuje alespoii jednu probiotickou kulturu
kultivovanou s nosiéem v mnoZstvi 1.10° az 1.10"* CFU na 1 g findlni kompozice, ve vvhodném
mnozstvi 1x10° CFU/g a nosi¢ podle vynalezu v mnozstvi alespoit 0,001 % hmotn., pfi¢emz
probioticka kultura je alespoinl caste¢né ve formé¢ biofilmu pfilnutého k nosi¢i. Obsah nosice v
kompozici podle vynalezu je s vvhodou 0,01 az 10 % hmotn.

S vyhodou alesponn 0,1 az 100 % hmotn. probiotické kultury pfilnuté k nosi¢i (ve formé
biofilmu), s vyhodou 10 az 60 % hmotn. Probioticka kultura by neméla byt kontaminovana.

Podle dalsiho provedeni vynalezu jsou kmeny probiotické kultury vybrany ze skupiny zahrnujici
rod Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Saccharomyces, Enterococcus nebo jejich
sm¢si.

Podle jesté dalsiho provedeni vynalezu kompozice dale obsahuje vitaminy, mineraly, rostlinné
extrakty, standardné kultivovanou probiotickou kulturu nebo smési kultur, a jiné fyziologicky
prospésné substance ¢i latky s prebiotickym potencidlem v maximalnim mnoZzstvi do 99 %
hmotn.

Standardné kultivované probiotické kultury nebo smési kultur jsou takové kultury, které nejsou
kultivovany na nosi¢i podle vynalezu. MnozZstvi standardné kultivované probiotické kultury nebo
smési kultur je alespori 1.10* CFU na 1 g finalni kompozice.

Podle dalsiho provedeni, je kompozice ve formé tablety, tobolky, pulvisu, gelu, roztoku nebo
granulatu.

Potravinarsky, kosmeticky, hygienicky, farmaceuticky nebo veterinarni vyrobek obsahujici
kompozici podle vynalezu.

Pro ucely tohoto vynalezu jsou v textu pouzivany vyrazy, které jsou definovany nize:

Biofilm je struktura skladajici se z jednovrstevného nebo mnohovrstevnatého seskupeni
bakterialnich bunck jednoho nebo vice bakterialnich druhti, které jsou usazeny v amorfnim
extracelularnim materialu sloZeném zejména z exopolysacharidu nebo exopolysacharida (EPS)
bakterialniho puvodu, ktery pevné piilepuje buiiky k povrchu nosi¢e a k sobé navzajem. Hmotn.
% jsou vztazena k celkové hmotnosti nosice nebo kompozice.

Bakterie usazené v biofilmu se vyznacuji vyssi odolnosti vici negativnim vliviim vnéjsiho
prostiedi nez bakterie v suspenzi, coZ ma v praxi vliv na stabilitu produktu a jeho biologicky
ucinek, coz je dano tim, Ze bakterie v Zivych systémech standardné tvofi biofilmovou strukturu.
Také morfologie, fyziologie a metabolické produkty biofilmu jsou odlisné a specifické oproti
planktonnim formam téze kultury.

Nosi¢em se zde mini smés koloidniho SiO, s prebiotickou latkou nebo jejich smési a
hydroxypropylmethylcelulézou.
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Koloidni SiO; ma vysoky povrch dosahujici hodnoty aZz 200 m?*g a vysokou afinitu k
hydrofilnim molekulam, diky ¢emuz slouZzi jako vysoce adhezivni podklad pro kultivaci bakterii
adherujicich ve vysoké mife na castici. Prebioticka slozka podporuje rist a Zivotaschopnost
kultury a HPMC ma funkeci fixac¢niho agens.

Nejdrive se kultivacni médium s nosi¢em a inokulacnim roztokem obsahujicim probiotickou
kulturu kultivuje pii teploté 20 az 40 °C do doby, kdy je alespon 0,5 % hmotn. nosi¢e pokryto
probiotickou kulturou, poté¢ se smés zkoncentruje a vysusi. Ve vyhodném provedeni se nejprve
kultivaéni médium sterilizuje spolecné s nosi¢em, pak se do média piida inokula¢ni roztok
obsahujici probiotickou kulturu, nasledné se smés kultivuje pii teploté 30 az 40 °C po dobu 8 az
48 hodin, a nakonec se smés zkoncentruje a vysusi.

Kultivatni médium, které je mozné pouzit, mize byt vybrano ze skupiny zahmujici sterilni
ml¢ko nebo syrovatku nebo synteticka komeréné vyrabéna média s obsahem kaseinu nebo kasein
hydrolyzatu nebo peptonu, jako je napi. Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium,
Trypticase Soy Broth medium, Bacto Protecose Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth,
Trypton, Pepton. Kultivaci probiotické kultury lze provadét v jednom kultivacnim médiu nebo ve
smési kultivaénich médii nebo s vyhodou postupné ve dvou nebo vice riznych kultivanich
médiich nebo jejich smésich. Kultivace muze probihat staticky nebo s michanim nebo
kombinovang, tj. po urcitou dobu staticky a po urcitou dobu s michanim.

Zkoncentrovani muze probéhnout napiiklad formou odstfedéni nebo ultrafiltrace a suSeni miize
prob&hnout napiiklad formou suseni na fluidni susarn€ nebo lyofilizaci.

S vyhodou se zkoncentrovana kompozice susi spolecné s piidavkem protektivni latky vyvbrané ze
skupiny zahmujici maltodextrin, inulin, rozpustnou 1 nerozpustnou vlakninu, §krob,
fruktooligosacharidy, karagenan, galaktooligosacharidy, glukooligosacharidy, manitol, trehalézu
nebo jejich smési, coz usnadni suseni, zvysi vytézek a usnadni naslednou praci s materialem.

Po suseni muze nasledovat lisovani kompozice do tablet, plnéni do tobolek nebo plnéni
kompozice ve formé pulvisu ¢i granulatu do sacka ¢i nadob nebo napoja.

Kompozice podle vynalezu najde uplatnéni napftiklad jako humanni i veterinamni doplnék stravy,

zvlastni vyziva, potravina, napoj, 1é¢ivo, zdravotnicky prostiedek, kosmeticky a hygienicky
produkt, veterinami krmivo a doplnck s obsahem probiotickych kultur.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

Probioticka kultura Lactobacillus acidophillus je pomnozZena na pevném MRS médiu pii 37 °C
po dobu 24 hodin. Nasledn¢ je odebrana mikrobiologickou klickou jedna nebo vice kolonii a
pfenesena do 300 ml Erlenmayerovy batiky s pfedem vysterilizovanymi 100 ml MRS média.
Kultivace probiha stacionarné nebo za mimého tifepani pii 37 °C po dobu 16 az 24 hodin.
Nasleduje prevedeni obsahu Erlenmayerovy banky do dvoulitrového fermentoru s pfedem
vysterilizovanymi dvéma litry kultivacniho média, jako je sterilni mléko nebo syrovatka nebo
synteticka komeréné vyrabéna média s obsahem kaseinu nebo kaseinhydrolyzatu, jako je napf.
Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium, Trypticase Soy Broth medium, Bacto Proteose
Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth, Trypton, Pepton a jina. Médium je pfedem
vysterilizovano s kombinovanym nosi¢em, kterym je zakladni nosi¢ na bazi siliky s povichem
minimalné 10 m?%/g (3 % hmotn.), HPMC (47 % hmotn.) a mrkvovym extraktem = prebiotickou
slozkou (50 % hmotn.). Kultivace probiha pii 37 °C po dobu 24 hodin pii otackach 90 rpm.
Prabézné se kontroluje tvorba bakterialniho pokryti nosicli. V case, kdy je pokryto minimalné 5
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% hmotn. nosi¢e bakteriemi alespont z 5 % povrchu nosice, lze kultivaci ukon¢it. Po ukonceni
kultivace se kultura odstfedi na priitocné odstiedivce nebo na ultrafiltracnim zafizeni a lyofilizuje
s pfidavkem 40 % hmotn. maltodextrinu. Pfipadné se obdobn¢ nakultivuje kmen Bifidobacterium
longum (s ohledem na druh vhodného kultiva¢niho média) a ziskané lyofilizaty se homogenné
smisi.

Priklad 2
Faze pripravy nosice

0,3 g koloidni siliky s povrchem min. 2 m*/g se dukladné promicha s 30 g jemn& namleté
lyofilizované mrkve a 10 g HPMC. Smés se zvlhéi 25 ml vody. Vznikla kasovita substance se
dikladn¢ promicha a susi pii 85 °C do zbytkové vlhkosti 2 az 7 %. Nasleduje piesitovani pres
0,1 az 0,5 mm sito. Vznikly komplex se susi a sterilizuje v horkovzdu$né susamg pii teploté 150
°C po dobu 6 hodin.

Faze kultivace

Probioticka kultura Streprococcus salivarius je pomnozena na pevném MRS médiu pii 37 °C po
dobu 24 hodin. Nasledné je odebrana mikrobiologickou klickou jedna nebo vice kolonii a
pfenesena do 300 ml Erlenmayerovy batiky s pfedem vysterilizovanymi 100 ml MRS média.
Kultivace probiha stacionarné nebo za mirného tfepani pfi 37 °C po dobu 16 az 24 hodin.
Nasleduje prevedeni obsahu Erlenmayerovy banky do dvoulitrového fermentoru s pfedem
vysterilizovanymi dvéma litry kultivacniho média, jako je sterilni mléko nebo syrovatka nebo
synteticka komerén¢ vyrabéna média s obsahem kaseinu nebo kaseinhydrolyzatu, jako je napf.
Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium, Trypticase Soy Broth medium, Bacto Proteose
Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth, Trypton, Pepton a jina. Médium je pfedem
vysterilizovano s kombinovanym nosi¢em, kterym je zakladni nosi¢ na bazi siliky (3 % hmotn.),
mrkvovy extrakt a HPMC. Nasleduje staticka kultivace bez michani pfi teploté 37 °C po dobu 24
hodin. Pribézn¢ se kontroluje tvorba bakterialniho pokryti nosici. V case, kdy je pokryto
minimaln¢ 7 % hmotn. nosice bakteriemi alesponi ze 3 % povrchu nosice, 1z¢ kultivaci ukonit.
Po ukonceni kultivace se kultura odstiedi na prutocné odstfedivce nebo na ultrafiltraénim zafizeni
a lyofilizuje. Piipadné se obdobné nakultivuje kmen Bifidobacterium longum (s ohledem na druh
vhodného kultiva¢niho média) a ziskané lyofilizaty se homogenné smisi.

Priklad 3
Faze pripravy nosice

3 g koloidni fumoézni siliky se dikladné promicha s 30 g jemn¢ namleté lyofilizované nebo
suSené mouky z bananu, kterd ma funkci prebiotika a 80 g HPMC. Smeés se zvlh¢i 65 ml vody.
Vznikla kasovita substance se dukladné promicha a susi pii 85 °C do zbytkové vlhkosti 2 az 8 %.
Nasleduje piesitovani pres 0,5 mm sito. Vznikly komplex lze sterilizovat v horkovzdusné
susarné pri teploté 150 °C po dobu 5 hodin.

Faze kultivace

Probioticka kultura Lactobacillus acidophillus je pomnozZena na pevném MRS médiu pii 37 °C
po dobu 24 hodin. Nasledn¢ je odebrana mikrobiologickou klickou jedna nebo vice kolonii a
pfenesena do 300 ml Erlenmayerovy batiky s pfedem vysterilizovanymi 100 ml MRS média.
Kultivace probiha stacionarné nebo za mimého tifepani pii 37 °C po dobu 16 az 24 hodin.
Nasleduje prevedeni obsahu Erlenmayerovy baiky do cCtyflitrového fermentoru s pfedem
vysterilizovanymi dvéma litry kultivacniho média, jako je sterilni mléko nebo syrovatka nebo
synteticka komeréné vyrabéna média s obsahem kaseinu nebo kaseinhydrolyzatu, jako je napf.
Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium, Trypticase Soy Broth medium, Bacto Proteose
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Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth, Trypton, Pepton a jina. Médium je pfedem
vysterilizovano s kombinovanym nosi¢em, kterym je zakladni nosi¢ na bazi siliky (3 % hmotn.) s
mrkvovym extraktem. Nasleduje kultivace za soucasného michani pfi 90 rpm pfi teploté 37 °C po
dobu 24 hodin. Prubézné se kontroluje tvorba bakterialniho pokryti nosi¢u. V cCase, kdy je
pokryto minimaln¢ 0,5 % hmotn. nosice bakteriemi alespoii z 0,1 % povrchu nosice, 1ze kultivaci
ukon¢it. Po ukonceni kultivace se kultura odstfedi na priatocné odstfedivee nebo na
ultrafiltra¢nim zafizeni a lyofilizuje. Pfipadn¢ se obdobn¢ nakultivuje kmen Bifidobacterium
longum a Streptococcus thermophilus (s ohledem na druh je nutné zvoleni vhodného kultivacniho
média) a ziskané lyofilizaty se homogenné smisi.

Priklad 4
Faze pripravy nosice

0,4 g koloidni siliky se dukladné promicha s 80 g jemné namleté lyofilizované mrkve, 2 g
¢ekankového inulinu a 40 g HPMC. Smés se zvlh¢éi 80 ml vody a nasledné pfidaji se 2 g
alginatového gelu. Vznikla kasovita substance se dukladné promicha v mlynku a susi pii 85 °C
do zbytkové vlhkosti 2 aZz 4 %. Nasleduje presitovani pies 0,5 mm sito. Vznikly komplex lze
sterilizovat v horkovzdus$né susarné pii teploté 150 °C po dobu 6 hodin.

Faze kultivace

Probioticka kultura Bifidobacterium bifidum je anaerobné pomnoZena na pevném MRS médiu s
cysteinem pii teploté 37 °C po dobu 24 aZz 48 hodin. Nasledn¢ je odebrana mikrobiologickou
klickou jedna nebo vice kolonii a pfenesena do 300 ml Erlenmayerovy baiky s predem
vysterilizovanymi 100 ml MRS média s cysteinem. Kultivace probiha stacionamé nebo za
mirného tfepani pii 37 °C po dobu 16 aZz 24 hodin. Nasleduje prevedeni obsahu Erlenmayerovy
bariky do dvoulitrového fermentoru s predem vysterilizovanymi dvéma litry kultivaéniho média,
jako je sterilni mléko nebo syrovatka nebo syntetickd komeréné vyrabéna média s obsahem
kaseinu nebo kaseinhydrolyzatu, jako je napf. Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium,
Trypticase Soy Broth medium, Bacto Protcose Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth,
Trypton, Pepton a jina. Médium je pfedem vysterilizovano s kombinovanym nosi¢em, kterym je
zakladni nosi¢ na bazi siliky (3 % hmotn.) s mrkvovym extraktem utvarejici kompaktni ¢astice za
pouziti alginatového gelu. Nasleduje kultivace za souc¢asné¢ho michani pii 90 rpm pii teploté 37
°C po dobu 24 hodin. Pribézn¢ se kontroluje tvorba bakterialniho pokryti nosic¢i. V case, kdy je
pokryto minimalné 30 % hmotn. nosi¢e bakteriemi alesponi z 10 % povrchu nosice, 1ze kultivaci
ukon¢it. Po ukonceni kultivace se kultura odstfedi na priatocné odstfedivee nebo na
ultrafiltracnim zafizeni a lyofilizuje. Obdobn¢ je nakultivovan kmen Bifidobacterium infantis a
Streptococcus thermophilus (s ohledem na druh vhodného kultivacniho média) a ziskané
lyofilizaty se homogenné smisi a pouZziji k vyrob¢ pulvisu, kdy 50 % hmotn. tvoii maltodextrin,
40 % hmotn. inulin a 10 % hmotn. smés probiotickych kultur v poméru 1:1:1.

Priklad 5

Faze pripravy nosice

0,3 g koloidni siliky se dukladné promicha s 10 g bramborového rezistentniho Skrobu
(nestravitelny skrob) a 1,5 g HPMC. Smés se zvlh¢i 4 az 8 ml vody. Vznikla kasovita substance
se dukladn€ promicha a lyofilizuje do zbytkové vlhkosti 2 az 3 %. Nasleduje rozemleti na malé
¢astice na tristivém mlynku. Vznikly nosi¢ je nasledné sterilizovan v horkovzdusné susarné pii

180 °C po dobu 120 min.

Faze kultivace
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Probioticka kultura Streprococcus salivarius je pomnozena na pevném MRS médiu pii 37 °C po
dobu 24 hodin. Nasledné je odebrana mikrobiologickou klickou jedna nebo vice kolonii a
pfenesena do 300 ml Erlenmayerovy baiiky s pfedem vysterilizovanymi 100 ml MRS média.
Kultivace probiha stacionarné nebo za mirného tfepani pii 37 °C po dobu 16 az 24 hodin.
Nasleduje prevedeni obsahu Erlenmayerovy banky do dvoulitrového fermentoru s pfedem
vysterilizovanymi dvéma litry kultivacniho média, jako je sterilni mléko nebo syrovatka, sterilni
odtu¢néné mléko, nebo synteticka komeréné vyrabéna média s obsahem kaseinu nebo
kaseinhydrolyzatu, jako je napt. Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium, Trypticase Soy
Broth medium, Bacto Proteose Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth, Trypton, Pepton a
jina. Médium je pfedem vysterilizovano s kombinovanym nosi¢em, kterym je zakladni nosi¢ na
bazi siliky (4,5 % hmotn)), rezistentniho bramborového skrobu a HPMC
(hydroxypropylmethylcelulozy) (9 % hmotn.). Nasleduje kultivace za soucasné¢ho michani pii 90
rpm pii teploté 37 °C po dobu 36 hodin. Pribézné se kontroluje tvorba bakterialniho pokryti
nosici. V cCase, kdy je pokryto minimaln¢ 1 % nosic¢i bakteriemi, lze kultivaci ukoncit.
Optimaln¢ je pokryto min 10 % hmotn. nosi¢e alesponn z 5 % povrchu nosi¢e. Po ukonceni
kultivace se kultura odstiedi na prutoéné odstfedivce nebo na ultrafiltraCnim zafizeni a
lyofilizuje. Obdobné je nakultivovan kmen Bifidobacterium longum a Lactobacillus rhamnosus
(s ohledem na druh vhodného kultiva¢niho média) a ziskané lyofilizaty se homogenné smisi.

Priklad 6
Faze pripravy nosice

0,2 g koloidni siliky se dukladng promicha s 3 g jemné namleté suSené bananové mouky a 0,5 g
HPMC. Sm¢s se zvlh¢i 4 ml vody. Vznikla kasovita substance se dukladné promicha a susi v
horkovzdus$né susame pii 85 °C do zbytkové vlhkosti 2 az 4 %. Nasleduje pfesitovani pres 0,5
mm sito.

Faze kultivace

Probioticka kultura Lactobacillus acidophillus je pomnoZena na pevném MRS médiu pii 37 °C
po dobu 24 hodin. Nasledn¢ je odebrana mikrobiologickou klickou jedna nebo vice kolonii a
pfenesena do 300 ml Erlenmayerovy baiiky s pfedem vysterilizovanymi 100 ml MRS média.
Kultivace probiha stacionarné nebo za mirného tfepani pfi 37 °C po dobu 16 az 24 hodin.
Nasleduje prevedeni obsahu Erlenmayerovy banky do dvoulitrového fermentoru s pfedem
vysterilizovanymi dvéma litry kultivacniho média, jako je sterilni mléko nebo syrovatka nebo
synteticka komerén¢ vyrabéna média s obsahem kaseinu nebo kaseinhydrolyzatu, jako je napf.
Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium, Trypticase Soy Broth medium, Bacto Proteose
Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth, Trypton, Pepton a jina. Médium je pfedem
vysterilizovano s kombinovanym nosi¢em, kterym je zakladni nosi¢ na bazi siliky (3 % hmotn.),
HPMC (30 % hmotn.) a susenou bananovou moukou (67 % hmotn.). Nasleduje kultivace za
soucasného michani pii 90 rpm pfi teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Pribézn¢ se kontroluje
tvorba bakterialniho pokryti nosi¢u. V case, kdy je pokryto minimaln€ 10 % nosic¢u bakteriemi,
lze kultivaci ukoncit. Po ukonéeni kultivace se kultura odstiedi na pratocné odstredivee nebo na
ultrafiltracnim zafizeni a lyofilizuje. Obdobn¢ je nakultivovan kmen Bifidobacterium longum a
Streptococcus thermophilus (s ohledem na druh vhodného kultivacniho média) a ziskané
lyofilizaty se homogenné smisi idealné v poméru 1:1.

Faze vyroby finalniho produktu:

Susena probioticka kultura Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Streptococcus
thermophilus a Lactobacillus acidophilus, kazda kultura s koncentraci min. 1x10* CFU/g, jsou
smichany v pomérech 5 % hmotn., kdy tvofi 20 % zakladu kasploviny. Nosi¢ v kazdé probiotické
kultufe tvofi po zakoncentrovani minimalné 0,1 % hmotn. Nasledné je do smési piidano 7 %
hmotn. krystalické celulézy, 1 % hmotn. stearanu hofec¢natého, 1 % hmotn. talku, 1 % hmotn.
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kyseliny askorbové a 40 % hmotn. granulovan¢ho cekankového inulinu a 30 % hmotn.
kukufi¢ného $krobu - maltodextrinu Takto pfipravena smés je plnéna do tvrdych Zelatinovych
tobolek.

Priklad 7

Probioticka kultura Lactobacillus acidophilus je pomnozena na pevném MRS médiu pfi 37 °C po
dobu 24 hodin. Nasledné je odebrana mikrobiologickou klickou jedna nebo vice kolonii a
pfenesena do 300 ml Erlenmayerovy barky s pfedem vysterilizovanymi 100 ml MRS média.
Kultivace probiha stacionarné nebo za mirného tfepani pfi 37 °C po dobu 16 az 24 hodin.
Nasleduje prevedeni obsahu Erlenmayerovy banky do dvoulitrového fermentoru s pfedem
vysterilizovanymi dvéma litry kultivacniho média, jako je sterilni mléko nebo syrovatka nebo
synteticka komerén¢ vyrabéna média s obsahem kaseinu nebo kaseinhydrolyzatu, jako je napf.
Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium, Trypticase Soy Broth medium, Bacto Proteose
Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth, Trypton, Pepton a jind. Médium je pfedem
vysterilizovano s kombinovanym nosi¢em, kterym je zakladni nosi¢ na bazi siliky (3 % hmotn.) s
mrkvovym extraktem. Nasleduje kultivace za soucasného michani pfi 90 rpm pfi teploté 37 °C po
dobu 24 hodin. Prubézné se kontroluje tvorba bakterialnitho pokryti nosicu. V cCase, kdy je
pokryto minimalné€ 15 % hmotn. nosice bakteriemi alespon ze 3 % povrchu nosice, 1ze kultivaci
ukonéit. Po ukonceni kultivace se kultura odstfedi na priutoéné odstfedivee nebo na
ultrafiltracnim zafizeni a lyofilizuje. Obdobn¢ je nakultivovan kmen Bifidobacterium longum a
Streptococcus thermophilus (s ohledem na druh vhodného kultivacéniho média). Po ukonceni
kultivaci jsou ziskané kultury t€chto kmenil smichany s cilem ziskani kvalitn€ promisené smési
kmeni, odstfedény na pritocné odstfedivee nebo na ultrafiltracnim zafizeni a lyofilizovany.

Faze vyroby finalniho produktu:

Susena probioticka kultura Bifidobacterium longum, Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
acidophilus, kazda kultura s koncentraci min. 1x107 CFU/g, jsou smichany v pomérech 5 %
hmotn., kdy tvofi 15 % zakladu tabletoviny. Tento zaklad obsahuje minimaln¢ 0,1 % hmotn.
nosice. Nasledné je do smési pridano 6 % hmotn. krystalické celulézy, 1.5 % hmotn. stearanu
hotec¢natého, 1 % hmotn. talku, 1,5 % hmotn. kyseliny askorbové a 40 % hmotn. granulovaného
¢ekankového inulinu a 35 % hmotn. sorbitolu. Takto pfipravena sm¢s je pouzita k vyrobé tablet.

Priklad 8

Probioticka kultura Lactobacillus acidophilus je pomnozena na pevném MRS médiu pfi 37 °C po
dobu 24 hodin. Nasledné je odebrana mikrobiologickou klickou jedna nebo vice kolonii a
pfenesena do 300 ml Erlenmayerovy batiky s pfedem vysterilizovanymi 100 ml MRS média.
Kultivace probiha stacionarné nebo za mimého tifepani pii 37 °C po dobu 16 az 24 hodin.
Nasleduje prevedeni obsahu Erlenmayerovy banky do dvoulitrového fermentoru s pfedem
vysterilizovanymi dvéma litry kultivacniho média, jako je sterilni mléko nebo syrovatka nebo
synteticka komeréné vyrabéna média s obsahem kaseinu nebo kaseinhydrolyzatu, jako je napf.
Man-Rogosa-Sharpe medium, AOAC medium, Trypticase Soy Broth medium, Bacto Proteose
Pepton medium, Reinforced Clostridial Broth, Trypton, Pepton a jina. Médium je po sterilizaci
doplnéno o suSeny kombinovany nosi¢, kterym je zakladni nosi¢ na bazi siliky (3 % hmotn.),
standardniho média dle kultury a agaru. Tento nosiC je pfipravovan jako standardni agarové
médium s pfimési 3 % hmotn. nosi¢e, nasledné vysusen, pomlet na drobné komplexni ¢astice a
sterilizovan zafenim. Takto pfipraveny kombinovany nosi€ je stabilni a po rehydrataci pfipraven
k pfidani do média (rehydratace mize probéhnout samovoln¢ jiz v médiu). Nasleduje kultivace
za soucasné¢ho michani pii 90 rpm pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Prubézné se kontroluje
tvorba bakterialniho pokryti nosicu. V Case, kdy je pokryto minimalné 5 % nosicu bakteriemi, 1ze
kultivaci ukonéit. Po ukonceni kultivace se kultura odstfedi na pritocné odstiedivce nebo na
ultrafiltracnim zafizeni a lyofilizuje. Obdobné je nakultivovan kmen Bifidobacterium longum a
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Streptococcus thermophilus (s ohledem na druh vhodného kultivacniho média) a ziskané
lyofilizaty se homogenné smisi.

Priklad 9
Priprava nosice

Nosi¢ ureny ke kultivaci probiotickych kultur se pfipravi smichanim adhezivni slozky, tj.
koloidni Si0; v mnozstvi 0,01 % hmotn. s prebiotickou slozkou - dynovou moukou v mnozstvi
80 % hmotn., a fixacni sloZzkou hydroxypropylmethylcelulézou v mnozstvi 19,99 % hmotn. s
vyhodou 5 az 60 % hmotn. Smés se tabletuje. Vyrobené tablety se rozemelou. Vznikly prasek
predstavuje nosic, ktery lze sterilizovat piimo v kultivaénim médiu.

PATENTOVE NAROKY

1. Nosi¢ urceny ke kultivaci probiotickych kultur, vyznacujici se tim, Ze obsahuje koloidni
Si10,, prebiotickou slozku a hydroxypropylmethylceluldézu, pricemz mnozstvi koloidniho SiO; je
0,1 az 5% hmotn.,, mnozstvi prebiotické slozky je 10 az 60 % hmotn. a mnoZstvi
hydroxypropylmethylcelulézy je 5 az 60 % hmotn.

2. Nosi¢ podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze povrch koloidni SiO; dosahuje hodnoty v
rozsahu 2 m?/g az 200 m?/g.

3. Nosi¢ podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznacujici se tim, ze prebioticka slozka je vybrana ze
skupiny zahmujici inulin, dextrin, maltodextrin, kukuficny Skrob, bramborovy Skrob,
fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, ovocné extrakty, zeleninové extrakty, obilné
extrakty, lusténinové extrakty, lyofilizované ovoce, s vyhodou banan; lyofilizovanou zeleninu, s
vyhodou mrkev nebo dyni; nebo jejich smési.

4. Probioticka kompozice, vyznafujici se tim, Ze obsahuje alespon jednu probiotickou kulturu
kultivovanou s nosi¢em v mnozstvi 1.10° az 1.10" CFU na 1 g kompozice a nosi¢ podle
kteréhokoliv z narokii 1 az 3 v mnozstvi alespoit 3 % hmotn., pfi¢emz probioticka kultura je
alespon ¢asteéné ve formé biofilmu pfilnutého k nosici.

5. Kompozice podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze alesponi 0,1 az 100 % hmotn. probiotické
kultury je pfilnuté k nosici, s vvhodou 10 az 60 % hmotn.

6. Kompozice podle naroku 4 nebo naroku 5, vyznadujici se tim, Ze kmeny probiotické kultury
jsou vybrany ze skupiny zahmujici rod Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus,
Saccharomyces, Enterococcus nebo jejich smési.

7. Kompozice podle kteréhokoli z naroku 4 az 6, vyznalujici se tim, Ze dale obsahuje
vitaminy, mineraly, rostlinné extrakty, standardn¢ kultivovanou probiotickou kulturu nebo smési

kultur, a jiné fyziologicky prosp&sné substance.

8. Kompozice podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze mnozstvi standardné kultivované
probiotické kultury nebo smési kultur je alespoii 1.10* CFU na 1 g kompozice.

9. Kompozice podle kteréhokoli z naroki 4 az 8, vyznalujici se tim, Ze je ve form¢ tablety,
tobolky, pulvisu, gelu, roztoku nebo granulatu.
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10. Potravinaisky, kosmeticky, hygienicky, farmaceuticky nebo veterinarni vyrobek obsahujici
kompozici uvedenou v kterémkoli z naroku 4 az 9.
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