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Jsou popisovany suché kultury mikroorganismi obsahujici
alespori jeden druh mikroorganismi ve formé vézané na nosic,
kde kultura je pfitomna ve formé& &astic, které a) maji velikost
Castice alespoil okolo 0,1 mm a b) jsou slisovany. Déle se
uvadi zpsoby pfipravy suchych kultur mikroorganismt a
jejich poutZiti pro pfipravu potravin a krmiv.
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L T
Oblast techniky

Pfédloieny vynadlez se tyké& novych suchych kultur

mikroorganismii, které mohou byt pouZity obzvla3té k piipravé
potravin a krmiv, a zpUsobl pfipravy suchych kultur

mikroorganismu.

Dosavadni stav techhniky

b}

Hlavni oblasti pouZiti mikroorganismi, jako jsou
baktérie a kvasinky, Jje pfiprava potravin a krmiv. Napf¥iklad
tedy bakterie produkujici kyselinu mlécnou, jako Jsou
bakterie rodu Streptococcus sp. nebo Lactobacillus sp., se
pouziji pii pfipravé mlécnych vyrobkl, jako jsou kysela
smetana, podmésli, jogﬁrt, kefir, kumis, tvaroh, a pfi
pripravée kvasku a pfi konzervaci nevafrenych salédmi, jako Jjsou
pikantni salémy. Baktérie produkujici kyselinu mlécnou se

také pouZivaji pf¥i vyrobé krmiv, Jjako Je silaz.

Ptipravky mikroorganisml poZadované pfri p¥ipravé »
potravin a krmiv se obvykle pouZivaji ve formé& zakvasnych
kultur. Té&mi obvykle nejsou Cerstvé pripravené kapalné
kultury, ale bud kultury obvykle zmrazené v kapalném dusiku
nebo suché pfipravky. Suché pfipravky Jjsou obvykle vyhodnég,
jelikoZ jejich pfeprava a skladovani jsou technicky méne

sloZité ve srovnani s mraZenymi pE¥ipravky.

Dosavédni stav techniky zahrnuje velmi rozli&né
typy suchych pripravkt kultur mikroorganismi. Napfiklad tedy
EP-A-0 131 114 popisuje ptipravek obsahujici Lactobacillus,

kde se suspenze bakterialnich bunek nanese na praskovity nebo
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grandlovany nosicovy ptipravek a vysu3i. Ke skladovéani

pfipravku je vsak neibytné zabalit jej v ochranné plynné
atmosféfe neobsahujici kyslik. DD 840 493 952 navrhuje
lyofilizaci kmenu kultivovanych mikroorganismi k vyrobé
zdkvasnych kultur, jejich baleni do filmu a jejich skladovani
‘pEi teplotd 279 aZ 288 KelvinG. J-A-06/217713 popisuje vyrobu
hzvléétnich zdkvasnych kultur Lactobacillu su3enim iozpraéo~
vanim. EP-A-0 202 409 navrhuje vystaveni suchych kultur vlhké
granulaci, zpracovéni granuli k vytvofeni kulovitych Castic a
jejich néasledné suSeni. Navic v Cetnych publikacich existujil
navrhy k poskytnuti potahovanych suchych bakteridlnich
pripravkid (viz napf. US-A-3 677 897). V dosavadnim stavu
techniky jsou popséany Cetné rtizné zpusoby k vyrobé suchych
ptipravkl mikroorganismﬁ; Vedle zplsob®l lyofilizace a sudeni
pomoci 16Ze ve vznosu zminénych vy3e, je dalSim alternativnim
zplusobemn eroby suSeni suspenze mikroorganismi rozpraSovanim.
Napfiklad'tedy Stadhouders J. a kol., v Neth. Mitlk Dairy J.,
23, 182 (1969) popisuje suSeni bakterii produkujicich ‘
kyselinu mlécnou p¥i teploté& 70 °C, spojené s krokem
dosudovani p¥i teploté& 27 °C ve vakuu. K suSeni neni zjevné
pouZit predem upraveny, tj. pfedem vysudeny, vzduch. Pfed
suSenim se k materidlu, ktery mad byt rozpraSovédn pridé
suspenze hydroxidu vapenatého. MléCnan véapenaty, ktery se
vytvori béhem susSeni rozpraéovénim je vyhodny, jelikoZ udainé
méd nizs$i hygroskopicitu. V jinych zplsobech suSeni
rozpradovanim znamych z dosavadniho stavu techniky se
rozprasuji bakteridlni suspenze, k nimZ byly pfedem pfidany
nejruznéjsi typy nosifovych materidlli. Napriklad tedy podle
SU 724 113 se rozpraéuje bakteridlni suspenze smisend se
suSenym mléénym prasSkem, melésou a glutamatem sodnym. Podle
SU 1 616 990 se susi rozpradovanim bakteridlni suspenze
smisend s minerédlem palygorskitem. WO-A-88/06181 popisuje

suSeni rozpraSovanim bakteridlni suspenze smisené s jilem.
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JP-A-69/67989 popisuje sudeni rozpraSovénim kvasinkovych

bunék nebo bakteridlnich bunék, které jsou suspendovany
v neutrédlnim nebo mirné kyselém roztoku, ktery obsahuje
proteiny, karboxymethylceluldzu, alginat nebo ester alginatu,

disacharidy nebo vy38i sacharidy nebo vicemocné alkoholy.

Suché ptripravky mikroorganismii, které jsou dosud
znédmy v dosavadnim stavu techniky, obzvlasté ty pfipravky,
které se pouzZivaji k vyrobé potravin nebo krmiv, maji alespon

jednu z néasledujicich nevyhod:

1) obsah Zivotaschopnych mikrobl na jednotku hmotnosti
suchého materidlu je velmi nizky vinou zpusobu vyroby,
takZe p¥i konedné aplikaci je treba pouZit velkych objemi

suchého pfipravku,

[N

stabilita p¥i skladovani je prilis nizkéd, takZe éuché
pripravky se muéeji pouZzit béhem nékolik malo tydni, pokud

Jje nemoZné skladovani za technicky obtiZnych podminek,

3) suché pfipravky maji vysoky obsah prachu, coZ ztéZuje

jejich zpracovéani,

4) mechanickéd stabilita je velmi nizkd, takZe p¥i michéni
pfipravku s minerédlnimi ptrisadami se vytva¥i velmi jemny
abradovany materidl, pricemZ lze pozorovat oddélovéani

tuhého prfipravku,

5) rychlost rozpousStérii suchych pfipravki neni uspokojivaéa,
takZe poZadované mikrobiologické zpusoby vyroby potravin
nebo krﬁiv se rozbihaji pouze pomalu, pfiéemi je déna
neZzaddoucim mikroorganismim moZnost mnoZeni, coZ miZe vést

k vyznamnym ztratam kvality.
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Vyrobni zpUsoby dosud v dosavadnim stavu techniky
znamé obzvlasté dosud popsané zpusoby suSeni rozpraSovanim,
jsou také neuspokojivé z alesponl jednoho z nasledujicich
duvodu:

1) zplusoby jsou technicky velmi sloZité,
2) mira pfreZiti mikroorganismi pfi suSeni je velmi nizkéa,

3) obsah vlhkosti suchého produktu je velmi vysoky.

Podstata vynalezu

Prvnim pfedmétem pfedloZeného vynédlezu je tedy
poskytnuti zlep3enych suchych kultur mikroorganismli, ktexé
v podstaté JjiZ nemajl vySe uvedené nevyhody znamé z do-
savadniho stavu techniky. Obzvl1asté maji byt poskytnuty
zdkvasné kultury, které jsou zlep3Seny ve srovnani s do-
savadnim stavem techniky. Zakvasné kultury podle.pfedloZeného
vyndlezu jsou zvliasté minény k umo#néni zlepSené vyroby

silaze.

Druhym predmétem predloZeného vynalezu je poskytnu-
ti zlepSenych zpuUsobl vyroby suchych kultur mikroorganismu.
Obzvlasté ma byt poskytnut zlepSeny zpusob sudeni
rozpraSovanim kultur mikroorganismi, ktery umoZiiuje vyrobu
suchych pripravkl, které maji vysoky obsah Zivotaschopnych

mikroorganismii a vysokou stabilitu p¥i skladovani.

VySe uvedeného predmé&tu se dosahne poskytnutim

suché kultury mikroorganismﬁ, kterd obsahuje alespoii 1 druh
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mikroorganismu ve formé navédzané na nosic¢, kde je kultura

ptitomna ve formé& C&stic, které:
a) maji velikost Céstice alesponl okolo 0,1 mm a
b) Jsou slisovéany.

Casticové kultury podle tohoto vynélezu jsou
-V podstaté prosty prachu diky zvolené Velikosfi ¢éstic. QObsah
prachu je vyhodné v rozmezi od asi 0,01 do 0,05 ¢ hmotnost- '
niho, vztaZeno k celkové hmotnosti suché kultury. To odpovidé
prachovému indexu v rozmezi od asi 1 do 12, stanoveno

gravimetricky pfistrojem Casella.

Castice podle tohoto vynédlezu maji déle slisovanou,
tj. kompaktni, strukturu; Toho se vyhodné dosahne p¥i jejich
vyrobé lisovacim krokem, ktery je vysvétlen detaiinéji dale,
priCemZ dosud nebyl pro suché p¥ipravky mikroorganismi
popsan. P¥i tomto procesu se ziskany pfredbéZny produkt,
napfiklad sudenim rozpraéovénim, lyofilizaci nebo suSenim
v 16Zi ve vznosu (jako je préékgvy koncentrat, ktery lze
ziskat variantou suSeni rozpraSovanim podle tohoto &ynélézu,
a ktera Jje popsana dale), ktery mé& obvykle vyznamny obsah
prachu (napf. prachovy index od asi 25 do 100), mechanicky

slisuje.

_ Lisovani se muZe provadét napfiklad zhutfiovanim
prasSkovitého predbéZného produktu plUsobenim linedrnich sil,
napf¥. v rozmezi od asi 5 do asi 25 kN/cm, obzv1la3td od asi 10
do asi 15 kN/cm, naptfiklad v obvyklych lisovacich pfistro-
jich. Predbé&Zny produkt miZe v3ak byt také tabletovan
pusobenim tlakl v rozmezi od asi 50 o asi 250 Mpa, obzvlasté

v rozmezl od 80 do 200 Mpa, jako jsou napfiklad tlaky od asi
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90 do asi 160 Mpa, napfiklad v obvyklych tabletovacich
lisech. Obzvlastni vyhodu ma lisovéani zhutiovéanim. Navic
vyhodu m& zhutnovani préaSkovych koncentré&tl ziskanych podle

tohoto vynédlezu suSenim rozpraSovanim.

Poskytnuti kultur mikroorganismu vySe popsaného
typu prekvapivé vede k tomu, Ze zpracovéani, obzvlasté jako
zdkvasné kultury, Jje vyrazné zjednoduSeno a navic se vyrazné
sniZi mechanickéd stabilita cCastic a tedy nebezpe&i oddé&leni
pripravkl zakvasné kultury. Pfekvapivé bylo také nalezeno, Ze
sisovni praskovitého pfedbéZného produktu v podstaté& nezhor-
Suje kvalitu produktu s ohledem na polet Zivotaschopnych
mikrobu. SpiSe se diky dosaZené vysoké hustoté vstup vzduchu
a vlhkosti do suchych pfipravki podle tohoto vynédlezu
vyznamné sniZi takovym zplsobem, Ze lze dosdhnout vyrazného
zlepSeni stability p¥i skladovéni. Napfiklad se tedy dosahne
miry pf¥eZiti 60 a vice % po skladovani po dobu jednoho roku
pri teplot&® mistnosti. Vyhodna data stability p¥i skladovéani
tohoto typu nebyla dosud popséna.

Obzv145t& mohou slisované &astice zahrnovat
zhutnény rozdrceny materiélv(tj. material ziskany roz-
mélnovanim s nebo bez tfidéni-extrudétﬁ slisovaného
~produktu), ktery ma prumér od asi 0,1 mm do asi 2 mm, vyhodné
od 0,3 mm do 1,25 mm. Zde uvedeny primér je hodnotou
vypocitanou z celkového rozloZeni hmoty slisovahYch Castdic a
odpovidé pruméru kulicek shodné hmoty. Délka ééstic od kxaje
ke kraji Je v rozmezi od asi 0,1 do 2 mm, obzvlaité od asi

0,1 do 1,4 mm.

Slisované Céastice mohou dale byt pFitomny jako
tablety jakéhokoli poZadovaného tvaru, jako je kruhovy,

viceuhly nebo ovélny, s prumérem od asi 2 do 50 mm a

owes
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s pomérem pruméru k tloustce od asi 1:0,1 do asi 10:1,

obzvlasté od asi 1:1 do asi 5:1.

Podle dalZ%iho vyhodného ztélesnéni tohoto vynalezu
obsahuji suché kultury mikroorganism jako dal3i sloZku
Sumivou prisadu, kterd zahrnuje kyselinovou sloZEu, jako Je
organickéd netékavéd karboxylovad kyselina, a sloZku tvofici
plyn, jako je sloZka tvoFici oxid uhli&ity. Sumivé formulace
tohoto typu maji obzvlédstni vyhodu spoivajici v tom, Ze se
po aplikaci zakvasné kultury pfekvapivé rychle rozpoudté&ji.
Dusledkem tohoto rychlého rozpoudténi zékvasné kultury
v jejim obklopujicim prostfedi je zajiiténo rychlé mnoZeni
mikroorganismi zédkvasné kultury, disledkem CehoZ miZe byt
prekvapivé dobfe zabrénéno ztréatédm kvality produktu, ke

kterym pfi pouziti zdkvasné kultury dochézi.

Vyhodné obsahuje such& kultura slisované podle
tohoto vynalezu jako nosi¢ alespon jeden matricovy material
k uloZeni bunék mikroorganismi s nebo bez alespoil jedné dalsi

prisady, kterd stabilizuje buiky.

Nosi¢ pouZity v suchych kulturédch podle tohoto
vynalezu obsahuje alesponl jednu matricovou sloZku p¥idanou
jako spoluformulujici ¢inidlo p¥ed suSenim k obvykle Cerstvé
vypéstovanym mikroorganismﬁm, zvolenou z mono-, oligo- a
polysacharidu, polyolli, polyetherd, polymerh, jako jsou CMC
nebo PVP, oligo- a polypeptidl z pfirodnich zdroji, jako je
mléko, maso nebo obiloviny, odvozené latky nebo smisené
latky, jako Jje préaSek ze syrovatky, pSenicné semolinové
otruby, pepton, alginaty a minerdlni slouceniny, nebo sm&si
takovyCh matricovych latek. Navic mohou byt spolu s matrdi-
covymi latkami nebo pozdé&ji p¥idany pfisady,.které maji

stabilizujici u¢inek, napriklad antioxidanty, jako je
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a-tokoferol nebo kyselina askorbovéd, nebo jejich smési. déle

se miZe stabilizujiciho Ulinku dosdhnout jinymi létkami,
které jsou zvoleny z anorganickych soli,  jako jSou chloridy
alkalického kovu nebo chloridy kovu alkalickych zenin,
anorganické nebo organické pufry, jako je fosfatovy pufr
alkalického kovu, aminokyseliny, jako je kyselina asparagova
nebo glutamovd a jejich soli, organické karboxylové kyseliny,
jako je kyselina citrénova, organickad netékava rozpouétédla,
jako je DMSO, a jiné sloucCeniny, jako je PB-karoten, a jejich

smési.

Kultury mikroorganismi podle tohoto vynédlezu
~vyhodné obsahuji Zivotaschopné mikroorganismy v koncentraci
10° az 10'° cfu (kolonie formujici jednotky)/g suché kultury.
Pra3kové koncentrédty vyrobené podle tohotot vyndlezu obsahuji
od asi 5.10° do 1.10*, vyhodné& okolo 4.10' do 8.10% cfu/g.
Slisované kultury podle tohoto Vynélezu obsahuji od asi
1.10 do 4.10°!, obzvlasté okolo 3.10% cfu/g. zakvasné
kultury k vyrob& sildZe obsahuji od asi 1 do 7.10*, ob-

zv1asté okolo 3.10'° cfu/g.

V tomto zplUsobu mohou byt mikroorganismy odvozeny
z jednoho nebo z nékolika druhli mikroorganismii. Obzvlasitd
vyhodnymi druhy jsou bakterie tvofici kyselinu mléé&nou, ako
jsou bakterie, které jsou vhodné pro tvorbu silédZe, jako je

napriklad Lactobacillus plantarum.

Pro uCely tohoto vynédlezu obsahuje sildZ krmné
rostlinné produkty, které jsou konzervovéany pﬁsbbenim
mikroorganismi, nap¥iklad rostlinné produkty zaloZené na
trave, jeteli, slémé&, zrninach, krmné fepé, ludténinéach,

obilovinach, jako je kukufice a pSenice, apod.
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Druhého pfedmé&tu pfedloZeného vynédlezu popsaného

vyde se prekvapivé dosédhne tim, Ze se poskytne zplsob sudeni
rozpradovanim k vyrobé& suché kultury mikroorganismii, které
obsahuje alespofl jeden druh mikroorganismu ve form& navazané

na nosic, ktery zahrnuje

a) rozpou$téni nebo suspendovani alespon jedné latky vhodné
pro tvorbu ncsie v kapaliné obsahujici alesponl jeden druh

mikroorganismu,

b)) suSeni vysledné smési v rozpradovaci su3icce, pro pouZiti
pfi sudeni rozpraéovénim je upraveny suéeny‘plyn zah¥&t na
teplotu v fozmézi vice neZ 80 °C, obzvladté& od asi 90 do
135 °C, vyhodné od asi 100 do asi 110 °C, jako okolo 105

°c, a

¢) odstranéni su3eného materidlu =z rozpraéovaci_suéiéky,
tento vysuSeny material md vystupni @eplqtu od asi 40 do
85 °C, obzvladté& od asi 45 do 75 °C, vyhodn& od asi 50 do
65°°C, jako okolo 55 °C.

Tento zplsob suSeni rozpraSovanim podle tohoto
vynadlezu se také dale nazyva zpusob suSeni roZpraéovénim
navazany na nosi&i. Plyn pouzity pro sufeni je vyhodné suSeny
plyn, ktery m& rosny bod pod +5 °C, obzvlasté m& rosny bod od
asi -10 do asd -50 °C, jako je upravenf stlaceny vzduch nebo
upraveny dusik. MiZe byt pouZit napfiklad stlaéény vzduch,
ktery mé rosny bod okolo -25 °C a dusik, ktery md rosny bod
okolo -40 °C. Rosny bod +5 °C je ekvivalentni zhruba 5 g vody

na kubicky metr vzduchu.

Podle vyhodného ztélesnéni zpusobu suSeni

- rozpraSovanim podle tohoto vyndlezu se daldim kroku sulemi 4d)
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suSeny materidl vystavi dosuSovani. Teplota dosuSovani je

v rozmezi od asi 15 do 50 °C, jako od asi 25 do 40 °C.
Dosudovéani se provadi napfiklad v plynné atmosfé¥e nebo ve
vakuu, alternativné k témto zplsobim existuje je3té moZnost
homogenniho miseni exsikantu se suchym p¥ipravkem
mikroofganismﬂ ziskanym podle kroku c).

.

Diky svému uspofadani umoZnuje prekvapivé zpusob
suSeni rozpraSovanim posle tohoto vyndlezu, aby suspenze
mikroorganismu byly su3eny s mirou p¥eZiti aZ 100 %. Diky
pouZitl upraveného plynu pf¥i suSeni rozpraSovanim stejné jako
'pfipadného kroku dosudovani jsou pFekvapive poskytruty suché
pfipravky majicl extrémné nizky obsah vlhkosti (od asi 2 do 3
¢ hmotnostnich vody), coZ odpovida aktivité vody a, od 0,03
do 0,15. To pfrimo zplUsobuje, Ze kultury mikroorganismu, které
byly suSeny rozpraéovénim podle tohoto yynélezu s nebo bez
dosuSovani, maji po dobé skladovéni 1 rok pf¥i teploté
mistnosti a ve vzduchu pritomném v mistnost miry pfeZiti aZ

60

Diky ptrekvapivé vysoké mife pfeiiti pIfi vyse
popsaném sudeni rozpraSovanim je obsah Zi&otaschopnY;h
mikroorganismu vyrazné vysoky. Vysledny produkt suSeny
rozpraSovanim se tedy také ﬁazYvé praskovy koncentrat a ke
sniZenl koncentrace Zivotaschopnych bunék miZe byt dale
fedén, coZ zavisi na oblasti pouZiti. Praskovy koncentrat je
obzvlasté vhodny k pfipravé vySe popsanych slisovanych

¢asticovych kultur podle tohoto vynéalezu.

PredloZeny vynalez se tedy také tyka zpusobu vgrbby
vySe popsanych slisovanych kultur mikroorganismi, ktery

zahrnuje:

-
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i) vyrobu praskového koncentratu kultury mikroorganismﬁ

sudenim rozpradovanim na nosic¢i, lyofilizaci na nosici

nebo sudeni v 1lé6Zi ve vznosu na nosici,

ii) miseni préa3kového koncentradtu s jednou nebo vice
spoluformulujicimi sloZkami nebo bez takového miseni a

iit) lisovani takové smési zhuthovanim nebo tabletovénim.

Vyhodné v daldim kroku zpracovédni se slisované smés
rozvolni, tj. rozmé€lni, a miZe se roztfidit k poskytnuti
slisovanych granuli poZadované velikosti za pouZiti sita

s vhodnou velikosti ok. "

P¥edloZeny vynédlez se dale tykéd zpusobu vyroby

suché hrudkované kultury mikroorganismti, ktery zahrnuje:

i) vyrobu pradkového koncentréatu kultury mikroorganismu
sudenim rozpradovanim na nosic¢i, lyofilizaci na nosici

nebo suSeni v 16Zi ve vznosu na nosici,

ii) miseni préaskového koncentrdtu s jednou nebo vice

spoluformulujicimi sloZkami nebo bez takového miseni a
1i1) lisovani takové smési hrudkovanim.
Vazany na nosi¢ zde znamend pritomnost alespon
jednoho matricového materidlu vySe popsaného typu béhem

sudeni.

Podle vvhodného ztélesnéni vySe popsaného

zhutfiovaciho zpusobu nebo tabletovaciho zpusobu nebo

veose
.
(XN X N
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hrudkovaciho zpusobu,. provadi se krok i) obzvlasté podle vyse

popsaného zpusobu suSeni rozpraSovanim. -

Produkt ziskany vy3e popsanymi zpﬁsoby~lisovéni Jje,
pro ulely pfedloZeného vynélezu, také nazYvéﬁ slisovany nebo
zhutné&ny suchy koncentrat (v rozmezi cfu od asi 1.10'¢ do
1.10*) a muZe se prodavat jako takovy, nap¥. jako kon-

.centrovana zékvasna kultura.

Pr¥edloZeny vynélez se dale tykéd pouZiti slisovanych
~kultur mikroorganismi podle tohoto vyndlezu jako zakvasnych
kultur k vyrobé potravin, Jjako je vyroba mlé&nych produktil,
jako jsou kyseléd smetana, podméasli, jbgurt, kefir, kumis,
tvaroh, a p¥i ptiprave kvasku a p¥i konzervaci névafenYch
salému;a pri vyrobé krmiv, jako je éiléi. K tomuto u&elu se
kultura s fedénim nebo bez néj smisi se substritem potraviny
nebo se substratem krmiva. Pokud by mé&l byt polet bunék

v zdkvasné kultufe prili§ vysoky, miZe se nafedit, nap?t.
smisenim s inertni tuhou latkou, jako je véapno, obzvlastad

"picni vapno.

Pfedioéeny vynadlez se déle tykad potravin a krmiv,
které jsou vyrobeny za pouziti zakvasnych kultur podle tohoto

vynalezu.

PfedloZeny vynalez je detailnéji popsan v dilech,

které nyni nésleduji s odkazem na doprovazejici obréizek.
Obr. 1 diagramaticky ukazuje moZny zpusob vyroby,
Z prasdkoveého koncentratu, granuli zhutnénvch podle tohoto

vynalezu.

PouZitelné mikroorganismy
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PfedloZeny vynalez neni v principu omezen na urcité
kﬁltury mikroorganismi. Odbornik v oboru spiSe zJjisti, Ze
ptedloZeny vynalez Jje poqiitelny na jakykoli mikroorganismus, -
obzvlasté bakterie a kvasinky, ktery mtZe byt pfeveden na
suchy pfipravek mikroorganismid za podminek popsanych
v predloZeném popisu} Vhbdnou skupinou mikroorganismi, ktera
muZe byt pouZita podle tohoto vynédlezu, je skupina bakterii
produkuijicich kyselihu mlé&nou. Obzvlasté jsou tyto bakterie
vhodné pro homofermentativni fermentaci kyseliny mlécné, tj.
tépeni glukdzy na laktdt cestou fruktdzabisfosfatu.
Typickymi pfédstaviteli této skupiny Jsou bakterie rodu
Lactobacillus sp., Streptococcus sp. a Pediococcus sp.
Priklady koncentratl laktobacilli, které mohou bYtyzminény,
jsou Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillusbifidus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus delbruecki,
Lactobacillus thermophilus, Lactobacillus fementum,
Lactobacillus brevis a Lactobacillus plantarum. Priklady
vhodnych streptokokll jsou Streptococcus laétis, Streptococcus
cremoris, Streptococcus diacetilactis, Streptocbccus
thermophilus, Streptococcus pyrogenes, Streptococcus
salivarius, Streptococcus faecalis a Streptococcus feacium, a
‘ p¥iklady vhodnych pediokokﬁ jsou Pediococcus cerevisiae a

Pediococcus acidilactici.
Fermentace mikroorganismi

K prevedeni pfedloZeného vynélezu se vyhodné
vyuzijl Cerstvé pripravené suspenze mikroorganismﬁ.
Fermentacni prostfedi nebo pddminky fermentace optimalni pro
kazdy mikroorganismus jsou v oboru bud zndmy nebo mohou byt

-
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odbornikem v oboru povéfenym praci s kulturou mikroorganismu

stanoveny bé&hem nékolik rutinnich experimentu.

Obvykle se v3ak fermentace provadi takovym
zpusobem, Ze se vychazi z kapalné nebo polotuhé predbé&Zné
kultury (objem'kultury od asi 10 do 200 ml), Cerstve
pfipfaVené sterilni fermentalni prostfedi se inokuluje za
sterilnich podminek, kde volumetricky pomér predb&iné kultury
ke kultivacnimu prostfedi miZe byt od asi 1:50 do 1:200.
Vyhodné se pouZiji Cerstvé vypéstované predbéiné kultury{-
které jsou v pozdni fazi logaritmického rustu. V zavislosti
na kultivovaném mikroorganismu, kultivuji se za specifickych
optimalizovanych rlUstovych podminek (jako je teplota a
hodnota pH). Obvyklé je}kultivaéni teplota v rozmezi od asi
20 do 40 °C, ale naptriklad pokud se kultivuji termofilni
bakterie, mohou byt pfitomny vyrazné vy53i teploty.
Fermenta&ni varka se udrZuje pt¥i jednotném pohybu, napiiklad
pomoci mirného michédni nebo zavadénim vzduchu nebd dusiku
k zabrénéni vyvoje teplotn;ch nebo latkovych gradientd a
timto zplsobem k zajiéténihkontinuélniho rustu. Po ukonceni
rastové faze (stanovi se napriklad dosaZenim definované
hustoty bunék nebo spotfebou nékteré z p¥idanych Zivin), muZe
se buné&fné suspenze pouZit pfimo k vyrobé suchych pfipravka

podle tohoto vynéalezu.

Je viak také moZno koncentrovat vyslednou suspenzi- '
puvodnich bunék ké zvySeni poltu bunék. K tomu jsou vhodnymi
zpusoby napfiklad'odstfedovéni, ultrafiltrace nebo odpafovani
na tenkém filmu. Obvykle se vSak ke koncentraci bunécné
suspenze pouZzivéa krok odstfedovani, kteryZto krok odstie-
dovani se vyhodn& provadi p¥i sniZené teploté, kterad je

teknéme v rozmezi od asi 4 do 10 °C.
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Misto koncentrace nebo v kombinaci s ni existuje

také moZnost vystaveni suspenze Cerstveé kultivovanYch bunék
kroku promyvani k odstranéni sloZek kultury, jako jsou
metabolické produkty, které mohou na aktivitu mit neZadouci
U¢inek. V tomto pfipad& je pfijaty postup takovy, vyhodné& pii
teploté od asi 4 do 10 °C, Ze puvodni bujdén kultury se
napfed koncentruje k ziské&ni suspenze s vysokou hustotou
.bunék a tato se poté vyjme vhodp?m pufrovacim roztokem a
na¥edi na poZadovanou hustotu bunék. Pokud je to nezbytné,
promyvaci krok se miZe také nékolikrat opakovat. Obsahy
tuhych latek, které mohou byt pouZity podle tohoto vynélezu
kultur mikroorganismil vhodnych k vyrobé suchych p¥fipravkd

podle tohoto vynalezu jsou obvykle v rozmezi od asi 5 do 25 %

X

hmotnostnich, jako od asi 10 do 20 % hmotnostnich.

Mikroorganismy mohou byt kultivovany fermentaci ve

vadrkach nebo kontinualné.

K dalsi ilustraci vynadlezu v dile uvedeném dale se
poskytuje detailnéjSi popis kultivace bakterii tvoFficich
kyselinu mlé&nou, obzvlasté Lactobacillus plantarum. To Je
bakterie, kterd se da nalézt obzvladté na intaktnich a
rozkladajicich se rostlindch a je obzvlasté vhodnéd pro vyrobu

silaznich krmiv.

Vhodné fermentacéni prostfedi obsahuje, na litr
prostfedi, od asi 40 do 60 g glukdzy, od asi 30 do 60 g
- kvasinkového extraktu a smé&s obvyklych stopovych prvkid, Jjako
je hofc¢ik, mangan a pfipadné Zelezo. Hodnota pH fermenta&niho
prostfedi je od asi 6 do 7. Fermentadni teplota je od asi 33
do 38 °C. Hodnota pH fermentadniho prostfedi se mliZe udr Zovat

uvnitf¥ poZadovaného rozmezi p¥idanim sterilniho roztoku

[ EX X NN
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hydroxidu sodného. RUst je ukonlen, pokud se nedd pozorovat

dal3i spotteba glukdzy nebo syntéza kyseliny mlécné.

Podle varianty fermentace laktobacilu, kterad Jje
vhodna podle tohoto vynalezu, po dosaZeni okolo 80 nebo 90 %
rﬁstﬁ se teplota fermentacniho prostfedi zvyéi na od asi 42
do 46 °C, dokud se p¥idand glukdza Uplné nespotfebuje. Bylo
podle tohoto vynédlezu nalezeno, Ze kultury vytvotrené timto
zpusobem jsou obzvlAasté stabilni zv1a3té pri suSeni roz-
pradovanim, C¢ehoZ disledkem se daji dosahnout vysoké miry
preZiti. Srovnatelné varianty ristu jsou také moZné s jinymi
mikroorganismy, které mohou byt pouZity podle tohoto

vynalezu.

Po ukonéeni ruistu se fermentacéni varka upravi na
poZadovanou hustotu buné&k. Pokud je to poZadovano, muZe se
buné&fné suspenze promyvat dokud neni v podstaté prosta
laktatu. Vhodny podet bun&k suspenze mikroorganismi podle
tohoto vynadlezu je obvykle v rozmézi od asi 1.10*° do asi

5.10'" cfu/g suspenze.
NosiCové latky

Suché kultury mikroorgaqismﬁ pfipravené podle
tohoto vynalezu Vedlé jakychkoli netékavych sloZek
pochéazejicich z pfislusné fermentadni varky, jako jsou
metabolické produkty, obsahuji alespofl jeden matricovy
‘materidl s jinymi stabiliza&nimi l&tkami nebo bez nich. tyto
spoluformulujici latky Jsou vyhodné zvoleny z anorganickych
soli nebo pufru, alespon jedné dals$i slouceniny, kterd je
zvolena z moho—, oligo- a polysacharidl, polyoll, polyethery,
aminokyselin, oligo- a polypeptidd, sloucenin odvozenych

-z mléka, organickych karboxylovych kyselin, mineralnich
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slou&enin, organickych nosiovych materiéld,

jako jsou
péeniéné semolinové otruby, alginaty, DMSO, PVP (poly-
vinylpyrrolidon), CMC (karboxymethylceluldza), a-tokoferol,
B-karoten, a jejich smési.

P¥iklady vhodnych sacharidovych nosiZovych sloZek
jsou saCharéza, fruktbza, maltdza, dextrdza, laktdza a
maltodextrin. PFikladem vhodného polyolu je glycerol. P¥i-
klady vhodnych aminokyselin jsou kyselina glutamova, aspa- .
ragova a jejich soli. P¥ikladem vhodného peptidového nosice
je pepton. Pfikladem slouceniny odvozené z mléka je vedle
vy&e zmin&ného maltodextrinu také syrovatkovy prasek.
Vhodnymi organickymi karboxyldv?mi kyselinami jsou nap¥iklad
kyselin citrénova, kyselina jable&nad a kyselina L-askorbova.
P¥iklady .vhodnych miner&lnich nosilu Jsou montmorillonit a

palygorskit.

Vyhodné se v8ak jako nosic suchych p¥ipravki
mikroorganismii podle tohoto vyndlezu pouziji smési vySe

zmindnych tfid latek. Sm&si tohoto typu vyhodné obsahuji jako

“hlavni sloZku matricovy material, jako je jedna z vyse g

zmin&nych sacharidovych iloiek nebo napfiklad syrovatkovy
préadek s men3im dilem alespoil jedné dalsi sloZky, jako je
pufrovd sloZka (nap¥iklad kyselina citrénova) nebo anti-
oxidans (napfiklad kyselina L-askorbova nebo o-tokoferol),
nebo bez né&j. Pridani dalsi stabilizujici sloZky, jako je
glutamat sodny a/nebo pepton, Je obdobné prokéazéano jako

vyhodné.

Matricova sloZka je obvykle pouZita v nosiCovy<h
kompozicich pouZitelnych podle tohoto vynalezu v asi 5- az
30-nasobném mnoZstvi jinych nosilovych sloZek. Priklady

obzvlasté vhodnych nosiovych kombinaci jsou:
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a) syrovatkovy prafek/kyselina citrénové/kyselina L-askorbova

(hmotnostni pomér okolo 40:1:1),

b) maltodextrin/laktéza/kyselina citrénovéa/kyselina L-a-
skorbové (hmotnostni pom&r okolo 20:20:1:1), nedopliovano
nebo dopliiovano asi 1,5 dily B-karotenu a 0,5 dily a-toko-

ferolu na dil kyseliny citrdénové,

c) maltodextrin/glutamat sodny/kyselina L-askorbova

(hmotnostni pomér okolo 10:1,5:1),

"d) laktoza/glukédza/pepton/kyselina citrénovad (hmotnostni

pomér okolo 6:6:1,2:1).

Nosi&ové latky podle tohoto vynédlezu mohou byt
p¥idédny k suspenzi mikroorganismﬁ bud jako ,tuhd létka nebo
v rozpudténé formé&. Vyhodné se v3ak pfipravi sterilni roztok

nosiée/nosiéﬁ, ten se ochladi na teplotu od 4 do 10 °C a

takovy se smichi s obdobn& ochlazenou suspenzi mikroorganismi -

za mirného michéani. K pfipravé homogenni suspenze se vysledné
smé&s micha, pridemZ se dale chladi po dobu od asi 10 minut do

1 hodiny.
Priprava suchych p¥ipravkid mikroorganismu

Suspenze mikroorganisml obsahujici nosi& pfidany
zpusobem popsanym vy3e se miZe vysudit rtznymi zpusoby.
Vhodnjmi'zpﬁsoby sudeni jsou v principu lyofilizace, sudeni
v 1671 ve vznosu a vyhodné& suleni rozpraSovanim. Pro uclely
predloZeného vynalezu su$eni rozpraSovanim také zahrnuje

upravené zpusoby sudeni rozpraSovanim, jako je hrudkovani

L]
secves
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rozpraSovanim nebo hrudkovaci suSeni rozpraSovénim. Posledné.

zminé&ny zpusob Jje také zndm pod nédzvem zpusob FSD (suSicCka
zkapalnéného rozpraSku). |

Lyofilizace pro p¥ipravu suchych kultur mikro-
organismii podle tohoto vyndlezu se miZe poaddét napriklad na
zdkladé zpusobu Lyofilizace popsaného v EP-A-0 259 739 nebo
US-A-3 897 307. Obsahy téchto publikaci jsou zde zahrnuty

zcela formou odkazu.

Vhodny zplsob suSeni v 16Zi ve vznosu je popsan
napfriklad v disertac¢ni préci U.Kesslera na téma ,Experi-
mentelle'Untersuchung und Modellierung der Uberlebensrate vom
Milchsaurebakterien bei der thermischen.Trockung® (Expe-
rimentdlni studie a modelovani miry prezitl bakterii
tvo¥ficich kyselinu mlédnou béhem tepelného sudeni), Mnichov-
skd& technickd univerzita, 1993. Obsah této publikace je
obdobné& zahrnut zcela formou odkazu. K provadéni zpusobu
suSeni v 16%i ve vznosu je vyhodné, kdyZ nosiCovy material,
"ktery mé& byt pouZit, obzvlasté matricovd sloZka, je zaveden
do léZe ve vznosu a na néj je rozpradovéna suspenze

mikroorganismi zplsobem popsanym U. Kesslerem.

Nejvyhodnéjsim zplsobem suSeni podle tohoto
vynédlezu je v8ak suSeni rozprasSovanim. Tyto postupy,'které
mohou byt pouZity podle tohoto vynédlezu, jsou v podstaté
viechny technikami suSeni rOzpraéovénim dosud znamymi.
Material, ktery md byt rozpraSovan mliZe napfiklad byt susen
soubéZné nebo protibéing, rozpraéovéni se mUZe provadét
prostfednictvim jednosloZkové nebo vicesloZkové hubice nebo

prostfednictvim rozpraSovaciho kola.
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Vynalez dava pfednost pouZiti materiédlu, ktery ma

byt rozpradovand, ktery md obsah tuhych latek (po pridéani
nosice) od asi 10 do 40 % hmotnostnich, jako od asi 10 do 25

% hmotnostnich;

Zpusob sudeni rozpra$ovanim podle tohoto vynalezu
se provadi takovym zplsobem, Ze upraveny suchy plyn, ktery ma
teplotu v rozmezi nad asi 80 °C se vhéani do suéiéiho
ptistroje. Obzvlasté by méla vstupni téplota byt v rozmezi od
asi 90 do 135 °C. Obzvladtni vyhodu mé& teplota suseni
v rozmezi od asi 105 °C. Rychlost zplsobu sudeni je podle
predloZeného vynédlezu uréena tak, Ze vystupni teplota
sueného materidlu ze suSarny Jje v rozmezi od asi 45 do 75
°C, obzvla3té& v rozmezi od asi 50 do 65 °C, vyhodné& okolo 55
°C.

Obzv1la8tni dhleZitost pro zptsob podle tohoto
vynalezu mé& pouziti p¥edem upraveného su$iciho vzduchu, tj.
vzduchu s nizkou vlhkosti. Vyhodné se pouZije stlaleny

vzduch, ktery m& rosny bod p¥i teploté& okolo -25 °C.

Zpusob sudeni podle tohoto vynalezu se provadi
takovym zpusobem, Ze v suchém materidlu je pfitomen velmi
nizky obsah zbytkové vlhkosti. Vyhodné by méla byt aktivita
vody a. v suSeném materidlu men3i neiZ 0,4. K dalsimu zlepsSeni
stability p¥i dlouhodobém skladovani by podle pfedloieného'
vynalezu mély byt hodnoty aktivity vody mensi neZ 0,15,
vyhodné jsou vyhledavany hodnoty v rozmezi od 0,03 do 0, 1.
Procento obsahu vody je vyhodné od asi 2 do 3 % hmotnostmich.
nejvyhodnéji se toho doséhne p¥idanim dosudovaciho kroku
nasledné po kroku suSeni rozpraSovanim. Sudeny materiédl se
pro tento UcCel naptriklad dosou3i v 16Zi Ve vznosu, vyhodné

pfi teploté v rozmezi od 15 do 50 °C, po dobu napfiklad od 15
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minut do 20 hodin. Vvhodné opét jako su3ici plyn slouZi

upraveny stlaceny vzduch nebo upraveny dusik. Doshéovéni se
v8ak muZe provadét pouZitim vakua od asi 133,3 do 666,5 Pa po
dobu od asi 15 minut do 20 hodin a pfi teploté od asi 15 do
50 °C. V tomto p¥ipadé je vyhodné michéni sufeného materialu

napfiklad za pouZiti lopatkového michadla.

Misto vySe popsanych ‘fyzikdlnich dosuSovacich
postupll je rovnéZ moZné k suchému materidlu ziskanému suSenim
rozpradovanim pfidatlspecifické exsikancia. Exsikancia tohoto
typu by méla sama mit velm} nizkou aktivitu vody, jako je au
0,01 nebo nizgi. Priklady vhodnych exsikancii jsouvanorga—
nické soli, jako je chlorid véapenaty a uhliditan sodny,
organické polymery, Jjako je produkt, ktery lze ziskat pod
~obchodnim jménem Kollidion 90 F, a exsikancia obsahujici oxid
k¥emic¢ity, jako je silikagel, zeolity a exsikancia, kterd lze
ziskat pod obchodnim jmenem Tixosil 38, Sipernat 22 S nebo

BAerosil 200.

Podle tohoto vynélezu bylo,pfekVapivé nalezeno, Ze
navzdory relativné vysokym teplotam suleni méd mira pfezZivani
u suchych pfipravkl podle tohoto vynédlezu vynikajici hodmoty,

jmenovité 75°% + 25 %.

Obsah Zivotaschopnych mikroorganismu je v rozmezi
od asi 5.10% do 1.10% cfu/g suché hmoty. Tyto pfipravky se
také podle tohoto vynalezu nazyvaji praskové koncentraty.
JelikoZ jsou pro individudlni konel&nou aplikaci rovnézZ plné
dostaéujici niz&i obsahy Zivotaschopnych mikroorganismu,
mohou tedy pradkové koncentraty tohoto typu pokgd je to
pfrihodné byt namiseny na konelny pocCet Zivotaschopnych
mikroorganisnt misenim>s dal$im inertnim hosiCovym

materidlem.
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P¥iprava lisovanych suchych kultur mikroorganismi

Préd8kové koncentraty, které se daji ziskat vyse
popsanym zpusobem su3eni, maji obvykle relativné& vysoky obsah
prachu a nelze tedy s nimi je$té uspokojivé nakléadat prfi
individudlni aplikaci. Navic rfizné aplikace vyZaduji zvySenou
mechanickou stabilitu suchych kultur. Je tedy nezbytné
zlepdit vlastnosti vy3e popsanych pré3kovych koncentratu

dalsim lisovacim krokem.

Ke sniZeni obsahu prachu v pradkovych koncentratech
podle tohoto vynalezu je mozZzné hrudkovat tyto koncentraty
obvyklym zplsobem k vytvo¥eni granuli nebo za poﬁiiti

externich sil k jejich zhutnéni nebo tabletovani.

Hrudkovani je obecné znamym postupem, pricemZ Jjej
popsal nap¥iklad Schade A. a Leuenberger H. v Continuous
fluidized-bed spray granulation, Chemie Ingeneur Technik, 64,
1016 (1992), Uhleman H., Preparation of pharmaceutical
granules in a combined wet granulation a multichamber
fluidized-bed drying process, Chemie Ingeneur Technik, 62,
822 (1990) nebo Rosch M. a Probst R., Granulation in the
fluidized bed, Verfahrenstechnik, 9, 59 (1875).

Podle tohoto vynélezu mlZe byt uZitecné hrudkoﬁani
za pouziti mixéru. K tomuto ulelu se vyie popsany praikovy
koncentrat umisti do mixéru do néjZ se rozpraduje olej, voda
nebo vodny nebo alkoholicky roztok cukril, polymerd nebo

jinych pfisad k hrudkovani praskoveho koncentratu.

Podle tohoto vynédlezu miZe byt navic uZitelné

Yooz r vz « s x .
hrudkovani v 16Zi ve vznosu. V tomto pFipadé se prasSkovy
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koncentrat vortexuje s plynovou nédplni a rozprasuje se

s vodnym nebo alkoholickYm roztokem cukrt, polymerd nebo
jinych pfisad k vytvofeni hrudek. Vhodné zpusoby k tomuto
u&elu jsou popsany napfiklad ve WO-A-88/06181, v disertaclni

- praci U. Kesslera (citovano vy3e) a K. Fuchse v ZFL.45 (1994)
31. Poznatky vyZe zmin&nych publikaci jsou zde zahrnuty

formou odkazu.

Hrudkovani vede ke vzniku granulovanych kultur
mikroorganismi, které maji velikost Céstice v rozmezi od asi

0,1 do asi 4 mm, obzvlasté od asi 0,3 do 2,5 mm.

‘Obzvléété vyhodnou podle tohoto vyndlezu je vSak
pFfiprava suchych kultur mikroorganisml, které jsou pritomny
ve formé& obzvla3té vysoce slisovanych Castic. To se provadl
podle tohoto vynédlezu bud tabletovénim v obvyklych table-—
tovacich lisech nebo za pouZiti obvyklych zhutnovacich

pfistroju vybavenych dvéma proti sobé béZicimi valci.

Ke slisovani préa3kovych koncentratda, které se dajil
ziskat podle tohoto vynélezu, se k nim obvykie pridava jedno
nebo vice spoluformulujicich ¢inidel nebo prisad k pozmémeéni
zpracovatelnosti na kone&ny produkt nebo vlastnosti konecného

produktu.

Ke zlepSeni tekutosti pradkového koncentritu se
vyhodné p¥ida volné tekouci &inidlo. P¥iklady volné tekowuciho
¢inidla jsou prasSky oxidu k¥emicZitého suSeného rozpraéovénim,
které se daji ziskat napt¥ikliad pod obchodnim jménem Sipernat
50. Ke zlep3eni stability pfi_skladovéni tuhych formulaci |
podle tohoto vynédlezu mohou navic byt pridéna obvykla

antioxidancia, jako je kyselina L-askorbova. Dale mohou Dbyt

je&té pridéana exsikancia vySe popsaného typu.
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UZinek kultur podle tohoto vynédlezu je vyrazné
vyiepéen, pokud se pfijmou opatfeni, kterd poté, co se
kultura aplikuje, vedou k rychlému rozvolnéni zrnité _
struktuiy a tedy k rychlému uvolnéni mikroorganismu. Jednou
z moZnosti jak toho dosdhnout je p¥idéni snadno ve vodé
rozpustné sloZky,' kterd tak urychli rozvolfiovani zrnité
struktury. Vhodnymi sloueninami jsou naptiklad polyethylen-
glykoly, které se daji ziskat hapfiklad pod obchodnim jménem
Pluriol E.

Daléi‘tuhé formulace obzvlasté vyhodnéd podle tohoto
vynadlezu obsahuje to, co je nazyvano Sumivou pfisadou. To Je
sloZka uvoliujici plyn, obzvlasté zdroj oxidu uhlicitého,
naptiklad hydrogenuhlic¢itan kovu alkalickych zemin; vyhodné
hydrogenuhli¢itan sodny nebo hydrogenuhlicitan amonny,‘a
kyseléd sloZka, vyhodné zvolend z kyseliny citrénové, kyseliny
askorbové nebo jablecné. Tato 3umiva p¥isada za prfitomnosti
vlhkosti vede ke sponténni tvorbé plynu, pficemZ dochéazi
k rozvolfovéni zrnité struktury a rychlému uvoliovani |

mikrobiadlnich bunék.

Obzvlasté je radno k p¥ipravé vysoce slisovanych,
zhutnénych nebo tabletovanych kultur mikroorganismu pfidat
zhutfiovaci nebo tabletovaci pomocné latky. Tomu tak je proto,
Zze podle tohoto vynélezu bylo prekvapivé zjisténo, Ze pridéni
takovych zhutfiovacich pomocnych latek sniZuje tlaky plsobici
na mikroorganismy béhem zhutfiovadni a tedy vyrazné zlepsuje
miru preZiti mikrobu. Pfiklady vhodnych zhutnovacich
pomocnych latek jsou mikrokrystalickéd celuldza, cukry a
jejich smé&si. Konkrétnimi p¥iklady mikrokrystalické celulédzy
jsou produkty, které jsou komercné dostupné pod obchodnimi

jmény Avicel, Arbocel a Vivapur. Pfiklady vhodnych cukri 7jsou
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maltézové, maltodextrinové a laktdzové pripravky, které se

daji ziskat pod obchodnimi jmény Granulac, Tabletosse nebo
FloLac. Prikladem vhodného smésného pfoduktu obsahujiciho
celulézu/cukr je komercni ptipravek Cellactose. Dalsi vhodnou
tabletovaci pomocnou latkou je laktdzovy piipravek granu-
lovany za pouZiti PVP, ktery je k ziské&ni pod obchodnim

jménem Ludipref.

Jinymi vhodnymi p¥isadami jsou polyethylenglykoly
(molekulovéa hmotnost od 100 do 10 000), které mohou mit

~stabilizujici G¢inek na bunky uloZené v matrici.

Doprovodny obr. 1 ukazuje postupovy diagram pro

' dal3i zpracovéani podlevtohoto vynalezu pradkovych koncentratl
k- poskytnuti zhutnéného produktu podle tohoto vynalezu.
Pragkovy koncentrat se smisi v mixéru Ml se spoluformu-
lujicimi sloZkami nebo pfisadami ZU, posune se odtud do
reservoaru Bl, kterym se plni zhutfiova¢ Al. ProuZek produktu
vystupujici ze zhutniovale se predem rozmélni nebo jemné ,
rozmélni ve struhadlech Z1 a Z2 a na sité Fl, produkt PR se
oddeli od prachovych frakci, které majil velikost Castic mensi
neZ 0,3 mm. Tento materi&dl se naplni do mixéru Ml jako
recyklovany materidl RU. Produkt PR, ktery ma velikost &astic
od 0,3 mm a vy3e, jako je 0,3 aZ 1,5 mm, se posune na balici
misto nebo se muZe podrobit dalsSimu zpracovéani, jako je

potahovani.

Vhodnymi potahovacimi materiédly, které jsou vyhodné
urceny ke zpomaleni prostupu vlhkosti do suchého pripravku,
jsou napfiklad alkoholické roztoky PVP, obzvlasté produkt
PVP, ktery Jje komeréné dostupny pod obchodnim jménem Kol lidon

VA64. Dald3im vhodnym potahovacim systémem je smés Selaku a

see e
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Kollidenu 25 nebo 30, kterd je doplnéna oxidem titanicitym a

lojem, a ktery je obdobné pritomen v alkoholickém roztoku.

K dald3imu sniZeni poltu bunék, pokud je to
nezbytné, mlZe byt ziskany potahovany nebo nepotahovany
produkt smisen, napfiklad s.vépnem nebo jinou vhodnou

minerélni prisadou.

P¥iklady provedeni vynédlezu

Analytické postupy pouZité v nésledujicich pfikladech
a) Stanoveni poctu bunék:

Polty bunék se stanovi ocbvyklym zplsobem postupnym
fedénim pomogi sterilniho roztoku chloridu sodného ©
koncentraci 0,9 % a néslednym umisténim na MRS agar (Difco
Laboratories). Po inkubaci po dobu 48 hodin p#i teploté& 37 °C
se spocCitaji jednotky tvorici kolonii (cfu). Vyhodnoti se
pouze desky, které obsahuji mezi 30 a nejvySe 300 koloniemi.
Obecné se vyhodnoti v jédnom stupni 3 de§ky a vezme se

st¥fedni hodnota.

Specificky pocet bundk vzorku se stanovi vypocltem,
délenim poltu bun&k na gram vzorku relativnim obsahem suché

hmoty ve wvzorku.
b) Stanoveni miry p¥reZiti p¥i suSeni:

Mira preZiti bé&hem suSeni se vypocCitéa ze
specifického pocltu bunék vzorku pfed suSenim délerio
specifickym poctem bunék po suSeni. Vidy se vyjadfuje

v procentech.

-
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c) Stanoveni stability p¥i skladovéani:

Ke stanoveni stability p¥i skladovani sudeného
vzorku se bezprostfedné po suSeni stanovi specificky pocet
bun&k suSeného vzorku (deng). Sudeny bunécny materidl se za
pfistupu vzduchu del3i dobu skladuje v pevné uzaviené nadobé
s opaleskujiciho skla p¥i teplot& mistnosti (21 °C + 2 °C).
Specificky poCet bunék se opakované stanovi v pravidelnych
intervalech (den,). Stabilita pf¥i skladovani se vypoclita
z kvocientu specificky pocet bunék v deny/specificky pocet

bunék v deng.

Pdkud je specificky pocCet bunék po suSeni nap¥iklad
5.10" cfu/g sufeného materidlu a po skladovéani po dobu 8
tydnt 4.10"" cfu/g sudeného materidlu, pak je stabilita pfi
skladovani 80 % polatecni hodnoty.
d) Mé&Zeni obsahu vlhkosti:
Elektronicky analyzator vlhkosti HR 73 od firmy Mettler
Postup: na misky vah se pfistroje se rozloZi pfibliZné 2 g
pradku. M&feni probihd pfi teploté sudeni 105 °C aZ do
konstantni hmotnosti (kriterium pro vypnuti: max. 1 mg ztraty
hmotnosti za 50 sekund).
e) Mé&feni vodni aktivity:

Pr¥istroj Hygroskop DT od firmy Rotronic AG, Curych, Svycarsko

Produkt se umisti do drzadku vzorku a ten se umisti
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do mé&¥ici komory s nastavenou teplotou 25 °C. Po uzavfeni

mé&¥ici komory a dobé& k dosaZeni rovnovédhy 20 minut se odecCte

hodnota namé&f¥end na pr¥istroji. ’
f) M&Feni DSC ke stanoveni teploty pruchodu sklem Tj:

P¥istroj TA4000 od firmy Metler

Hmotnost vzorku p¥ibliZné& 15 mg, rychlost zah¥ivani

20 °C/min, vzgrky se promyvaji béhem mé&¥eni proudem dusiku.
DSC = diferenni skanovaci kalorimetrie
P¥iklady kultur mikroorganismﬁl
PEik1Ad K1 5
Fermentace ve varce o objemu 10 litru
10 litr fermentadniho prostfedi, které obsahuje

nasleduijici sfoiky, se umisti do 1l4-litrové fermentadni

nédoby a sterilizuje se p¥i teploté& 121 °C po dobu 30 minut:

Glukdza monohydrat 550,0 ¢

50% suspenze kvasinkového extraktu

(pH 4,5 s kyselinou fosforeénou) 750,0 g

Tween 80 10,0 g

MgSO; . 7 H-O 5,04

MnsO; . 1 H:0 0,5 g )

Po sterilizaci se prost¥edi upravi na pH 5,8 pXi
" teplot& 37 °C za pouZiti sterilniho roztoku hydroxidu sodného

o koncentraci 25 % a prost¥edi se vyCeri mirnym proudem
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sterilniho dusiku. Fermentadni naddoba se michéd frekvenci

otadek 150 za minutu.

Fermentalni nadoba se'poté inokuluje 1100 ml
pfedbéZné kultury Lactobacillus plantarum (kmen LU 3244 firmy
BASF), ktera se pfedtim p&stuje 16 hodin pf¥i teploté& 37 °C ve
vyZivovacim prost¥edi MRS (Difco Laboratories). Hodnota pH
“kultury se kontinu&lné udrZuje na 6,2 za pouZiti roztoku

hydroxidu sodného o koncentraci 25 %.

Prib&h fermentace se sleduje podle spot¥eby roztoku .
hydroxidu sodného. Jakmile se nespotfebovava Zadny roztok
hydroxidu sodného (celkovéd spotfeba 890 g), veSkery
Afermentaéﬁi bujén se slije a pti teploté 8 °C odstfedi.
Biomasa se résuspenduje v okolo 600 g supernatentu a pomoci
supernatantu se upravi na p¥esné 1 000 g. Obsah suché hmoty
se stanovi za pouZiti infralervenych sudicich vah (105 °C do

konstantni hmotnosti). Obsah tuhych lé&tek této suspenze Je 15

P¥iklad K2
Fermentace ve varce o objemu 200 litrt

180 1litrd fermentadniho prosttedi, které obsahuije
nadsledujici sloZky, se umisti do 200-litrové fermentalni

nadoby a sterilizuje se p¥i teploté& 121 °C po dobu 30 mimut: -

Glukéza monohydrat 11 kg

50% suspenze kvasinkového extraktu 15 kg
Tween 80° 200 g
MgS0O; . 7 H-0 200 g

MnsO; . 1 H-0 10 ¢
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Po sterilizaci se prostfedi upravi na pH 5,8 pfi
teplot& 37 °C za pouZiti sterilniho roztoku hydroxidu sodného
o koncentraci 25 % = vrostfedi se vylefri mirnym proudem

sterilniho dusiku.

Fermentacni nédoba se poté inokuluje 2000 ml
pfedbéZné kultury Lactobacillus plantarum (3244), ktera se
p¥edtim pé&stuje 24 hodin p¥i teploté& 30 °C ve vyZivovacim
prost¥edi MRS. Hodnota pH kultury se kontinuélﬂé ridi za

pouZiti roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 25 %.

Priub&h fermentace se sleduje podle spotfeby roztoku
hydroxidu sodného. Celkem se spotfebuje 16,43 kg 25% roztoku
hydroxidu sodného. Jakmile se nespot¥ebovava Zadny roztok
hydroxidu sodného, veSkery fermentalni bujén se slije a pfi
teploté 8 °C shromaZdi pomoci kontinudlniho oddé&lovace.
ShromédZdénéd biomasa mé po odstfedéni hmotnost 20 kg, pricemi
obsah suché tuhé hmoty této suspenze je 12,3 %. Polet bunék
v suspenzi je 1,04.10% gfu/g suspenze. Specificky pocet

bunék je 8,45.10' cfu/g suché hmoty.

Priklad K3
Fermentace ve vérce s teplotnim 3okem

Fermentace se provéadi podobnym zplsobem jako
v prfikladu 2. P¥i spotfebé hydroxidu sodného odpovidajici 90
% oCekédvané hodnoty se teplota ve fermentacni nédobé zvy3i na
44 °C a udrZuje se dokud se nespotfebuje vedkery cukr. Buniky
se poté shromazdi podle popisu v prikladu 2. Pofet bun&k ve

fermentadnim bujénu je 1,8.10"% gfu/g pfi obsahu tuhych Latek

.
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21,17 %. To odpovida specifickému po&tu bun&k 8,5.10'" cfu/g

suché hmoty.
P¥riklad K4
Kontinualni fermentace

10 litrt fermentadniho prost¥edi, které méa
nasledujici sloZeni, se umisti do 14-litrové fermentacni
nadoby a sterilizuje se p¥i teploté& 121 °C po dobu 30 minut

(produkéni fermentaéni nadoba):

Glukdéza monohydrat 400,0 ¢

50% suspenze kvasinkového extraktu-

(pH 45 pomoci kyseliny fosforecné) 500,0 g
KH. PO, 30,0 g
Monohydrat kyseliﬁy citrbnové 21,0 g
Tween 80% 10,0 g
MgSQy . 7 H:O 5,0 g
MnSO; . 1 H:0 1,79
(NH;) -Fe (S04) - .6 HzO ‘ 0,4 g

2000 litrua stejnéhb prostfedi se vlije do druhé
fermentadni nadoby, ktera m& celkovy objem 3000 litrii a
sterilizuje se (rezervoadrovéa,fermentadni néddoba). Obé
fermentadni nadoby se spoji sterilizovatelnou trubici.
Prostfednictvim zprosttedkovaci néddoby, kterd je umisténa na
vahadch se za pouZiti automatického fidiciho systému
naCerpaji 3 litry Cerstvého prostfedi do produkéni
fermentaldni nadoby. Teplota produkéni fermentalni néadoby se
udrZuje na 37 °C. Hodnota pH se udrZuje na 5,8 za pouZiti

roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 25 %. Obsah
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fermentacni néddoby se michd pfi frekvenci otécek 150 za

minutu a vycefi se pomoci dusiku pfi 0,1 VVM..

Prostfednictvim druhého Cerpadla se kaZdou hodinu
kontinudlné odebiraji 3 litry prostfedi a shromazZdujl se ve
sﬁromaidovaci néddobé& z nerezové ocell pfedem vychlazené na
teplotu od 0 do 4 °C. Koncentrace biomasy se stanovi turbi-
dimetrii a je 3,5 g/litr. Koncentrace glukdzy ve vystupu
z produk&ni fermentalni nadoby je po polatecni rustoveé fazi
v kaZdém okamZiku 0 g/litr. PoCet bunék ve fermentacnim
bujénu je 1,48.10'° gfu/g bujénu. Obsah tuhych latek ve
fermentaénim pujénu je 6,89 %, coZ odpovidd 217 g suché

hmoty. Specificky pocet bunék je 2,15.10" cfu/g suché hmoty.
Priklad K5

ShromaZdovéni buné&k pomoci promyvaciho kroku k odstraneéni

laktatu sodného

72 litrl vystupu z fermentacni nadoby z p¥ikladu 4
e kontinuadlné shromaZduje pfi teploté& 8 °C za poﬁZiti
komercniho oddélovale. Ziskad se okolo 7 kg buné&né suspenze.
K té se pfidd promyvaci roztok, ktery obsahuje 40 litra
deionizované vody, 450 g chloridu sodného a 136 g KH:PO,.
Hodnota pH promyvaciho roztoku se pfedem upravi na 7,0 za
pouziti roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 25 %. Znovu
se oddéli okolo 50 litrl resuspendovanych bunék. Ziské se
3160 g koncentrované promyté suspenze bunék. Cbsah tuhych
latek v suspenzi je 9,97 %. Polet bun&k je 2,49.10" cfu/g
suspenze. Specificky pocet buné&k je 2,5.10% cfu/g suché

hmoty.
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Tato promytéd suspenze bunék je v podstaté prosta

laktatu sodného. Koncentrace biomasy stanovend turbidimetrii

je 80 g/litr.

Priklady pFipravy préaSkovych koncentrdtl sudenim

rozpraSovanim podle tohoto vynalezu

Experimenty se suSenim rozpraSovanim popsané
v néasledujicim oddile pro p¥ipravu prasSkovych koncentratu
podle tohoto vynadlezu se provadéji v laboratornim
rozpradovacim su$ic¢i typu Niro Minor od firmy Niro, Kodan,
Déansko. Bakteriédlni suspenze pfipravenad k rozpradovani se
rozpraduje prostfednictvim dvousloZkové hubice soubéiné
s predem upravenym zahtatym stlaCenvym vzduchem do v&Ze
k suSeni rostlin, suSeny produkt se od vzduchu oddéli za

pouzZziti cyklonu a shromaZdi se.
Priklad S1

K ptripravé roztoku spoluformulujicho &inidla se
200 ml deionizované vody (zcela demineralizované vody)
zahtiva na teplotu 60 °C. V ni se rozpusti 150 g syro-
vatkového présku, 7,5 g chloridu sodného, 3,8 g KH:PO;, 3,8 g
kyseliny citrénové a 3,8 g kyseliny L-askorbové, hodnota pH‘
se upravi na 7 za pouZiti vodného roztoku hydroxidu sodn€ho o
koncentraci 40 % a upravi se na 400 g celkové hmotnosti za

pouZziti deionizované vody. Tento roztok se ochladi na teplotu
5 °C.

200 ml promytého, tj. v podstaté laktatu sodného
prostého, odstfedéného fermentu (pfipraveného podobnym
zpusobem jako v prikladu K5) (obsah tuhych latek 12,7 %

(S.C.)) se umisti do ledové 1lé&zné p¥i teploté 5 °C a za

7.

weve
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michani se pfidad 400 g spoluformulujiciho roztoku ochlazeného

na teplotu 5 °C. Smé&s odstfedéného fermentu a spoluformulu-
jicich &inidel se dale 50 minut micha pfi frekvenci otacek
500 za minutu za pouZiti magnetického michadla pfil ochlazo-
vani ledovqu lazni. Prostfednictvim su8eni rozpraéovénim.
(ptistroj Niro Minor) se smé&s poté pEevede na pradkovy
koncentrat A, ktery se add&li v cyklonu. V prubé&hu tohoto
postupu se rezervodr, z néji se sm&s odmé&fuje, chladi na
teplotu 4 °C, vStupni teplota je od 105 do 110 °C, vystupni
teplota je od 53,5 do 55,5 °C. K rozpraSovani smési
odstredé&ného fermentu a spoluformulujicich Cinidel se pouZije
dvousloZkova hubice a upraveny vzduch (rosny bod -25 °C) pri

tlaku 400 kPa.

Praskovy koncentrat A se déle su$i pfi teploté
mistnosti po dobu 2 hodin v 16Zi ve vznosu pohédnéném dusikem

(rosny bod —40 °C), &imZ se ziska praskovy koncentrat B.
Charakteristiky:

Smés pripravena k

rozpraSovani: 35 & S.C., 2(84.10“'cfu/g suché hmoty

Praskovy koncentrat A: aktivita vody ay = 0,135

Prasikovy koncentrat B: aktivita vody au = 0,076 '
obsah vlhkosti 3,4 %
T, z m&feni DSC: 54 °C, 1,98.10" cfu/g
suché hmoty (odpovida 70% mife preZiti

pri sudeni)

Stabilitni studie pfi
skladovani koncentratu B: polty cfu pfi skladovéani p¥i
teploté mistnosti v nadobach

uzavienych po okolnim vzduchem:
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2,0.10" cfu/g suché hmoty (100 %)

po 30 dnech
Priklad S2

K ptripravé roztoku spoluformulujicho ¢inidla se
200 ml deionizované vody zah¥iva na teplotu 70 °C. V ni se
rozpusti 75 g maltodextrinu (Glucidex IT6, Roquette), 75 g
laktoézy, 7,5 g chloridu sodného, 3,8 g KH.POs,, 3,8 g kyseliny
citrénové a 3,8 g kyseliny L-askorbové, hodnota pH se upravi
na 7 za pouZiti vodného roztoku hydroxidu sodného o kon-
centracil 40 % a upravi se na 400 g celkové hmotnosti za
pouziti deionizované vody. Tento roztok se ochladi na teplotu

e
5 °C.

200 ml promytého, tj. v podstaté laktatu sodného
prostého, odstfedé&ného fermentu (16,5 % S.C., pfipraveného
podobnym zpusobem jako v pfikladu K5) se vmisi za michani do
400 g spoluformulujiciho roztoku ochlazeného na teplotu 5 °C.
Smés se 30 minut michéd p¥i frekvenci otécek 250 za.minutu za
pouZiti magnetického michadla p¥i ochlazovéani ledovou lazni.
Poté se p¥idd 101 ml solubilizované smeési pripravené podle
EP-A-0 479 066 (BASF) sestévajici z 25% Tween 80, 5% P-karo-
tenu a o-tokoferolu a déle se 10 minut micha pri ochlazovani
ledovou lazni. Tato smés se prevede suSenim rozpradovanim,
jak Je popsano v prikladu S1, na praSkovy koncentrat A
(vstupni teplota je 105 °C, vystupni teplota je od 54 do 55

°C). Préd3kovy koncentridt A se déle nesudi.
Charakteristiky:

Smés pripravenéd k

rozpradovani: 29 % S.C., 3,84.10" cfu/g suché hmoty
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Praskovy koncentrat A: aktiﬁlta vody a, = 0,065
obsah vlhkosti 2,8 %
T, z m&F¥eni DSC: 61 °C, 2,22.10'" cfu/g
suché hmoty (ekvivalentni 58% mirte

pfeZiti p¥i sudeni)

Stabilitni studie p¥fi

skladovani koncentratu A: polty cfu pfi skladovéni pfi
teploté mistnosti v nadobach
uzavrfenych po okolnim vzduchem:
>1,9.1OM cfu/g suché hmoty (86 %)
po 30 dnech

Priklad S3

400 ml nepromytého, tj. obsahujiciho laktat sodny,
odstfedéného fermentu‘(pfipréveného podobné jako v.prikladu
K4) (14,3 % S.C.) se umisti do ledové lazn& pri teploté 5 °C:
Do chlazeného odstfedéného fermentu se za michani magnetickym
michadlem p¥i frekvenci otélek 700 za minutu vmisi 57,2 g
ptipravku Glucidex IT6, 8,6 g kyseliny L-askorbové a 5,7 %
glutamatu sodného jako tuhé latky. Hodnota pH se upravi na 7
za pouziti vodného roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 40

Smés odstfedéného fermentu a spoluformulujicich ¢inidel se
déle michéd 30 minut pfi frekvenci oté&ek 500 za minutu za
pouZziti magnetického michadla p¥i teploté& p¥ibliZné 3 °C za
chlazeni v ledové lézni. Tato sm&s se poté pfevede suenim
rozpraSovanim, jak je popsano v prikladu S1, na praskovy
koncentrét A (vstupni teplota je 105 °C, vystupni teplota je
od 54,5 do 55,5 °C).
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Praskovy koncentrat A se déle sudi pfi teploté

mistnosti po dobu 2 hodin v 16Zi ve vznosu pohénéném dusikem,

¢imZ se zisk& prasSkovy koncentrat B.
Charakteristiky:

Smés pripravena k

rozpradovani: 27 % S.C., 4,65.10" cfu/g suché hmoty

Praskovy koncentrat A: aktivita vody ay = 0,197

Praskovy koncentrat B: aktivita vody a, = 0,072

obsah vlhkosti 3,8 %

T, z m&Feni DSC: 52 °C, 4,64.10"" cfu/g

suché hmoty (ekvivalentni 100% miZe

preZiti pfi suleni)

Stabilitni studie pfi ,

skladovéani koncentratu B: pocty cfu p¥i skladovani pfi
kteploté mistnosti v néadobéich
uzavfenYch'quékolnim vzdﬁchem:
4,1.10" cfu/g suché hmoty (88 %)
po 28 dnech

’

Priklad sS4

215 ml promytého, tj. v podstaté neobsahujiciho
laktat sodny, odstfedéného fermentu (pfipraveného podobne&
jako v prikladu K5) (14,5 % S.C.) se umisti do ledové lazné
pfi teploté& 5 °C. Do chlazeného odstfedé&ného fermentu se za
michéani magnetickym michadlem p¥i frekvenci otécek 700 za
minutu vmisi 31,2 g pfipravku Glucidex IT6, 4,7 g kyseliny
askorbovée a 3,1 % glutamatu sodného jako tuhé latky. Hodnota
pH se upravi na 7 za pouZiti vodného roztoku hydroxidu

sodného o koncentraci 40 %. Smés odst¥edéného fermentu a
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spoluformulujicich €inidel se -ddle miché& 30 minut p¥i

frekvenci oté&cek 500 za minutu za pouZiti magnétického
michadla za chlazeni v ledové lazni. Tato smé&s se poté
prevede sufenim rozpraSovanim, Jjak je popséno v prikladu S1,
na prédkovy koncentridt A (vstupni teplota je 105 °C, sttuphi
teplota je od 54,5.do 55,5 °C). '

Préa3kovy koncentradt A se dédle su3i pri teplbté
mistnosti po dobu 2 hodin v 1621 ve vznosu pohanéném dusikem,

¢imZ se zisk&'praskovy koncentréat B.
Charakteristiky:

Smés pripravend k
rozpradovani: 28 % S.C., 8,76.10' cfu/g suché hmoty
Praskovy koncentrat B: aktivita vody a, = 0,044 '
obsah vlhkosti 3,8 %
T, z m&Feni DSC: 48 °C, 4,17.10' cfu/g
suché hmoty (ekvivalentni 82% mifte

pfeZiti p¥i sudeni)

Stabilitni studie pfi

skladovani koncentrétu B: poCty cfu pfi skladovéani pfi
teploté mistnosti v nédobéch
uzavrenych po okolnim vzduchem:
3,7.10" cfu/g suché hmoty (52 %)
po 27 dnech

Priklad S5

K ptripravé roztoku spoluformuluijicho ¢inidla se

1,40 ml deionizované vody se naplni a v ni se rozpusti 33,3 g

sees

sesveces
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laktézy a 6,3 g peptonu, smés se upravi na celkovou hmotnost

83 g pomoci deionizované vody a hodnota pH se upravi na 7 za
pouZiti vodného roztoku hydrbxidu sodného o koncentraci 40 %.
K ptipravé spoluformulujiciho roztoku se naplni 2,40 ml
deionizované vody a v ni se rozpusti 33,3 g glukdza-l-hydratu
a 5,4 g kyseliny citrdénové, smés se upravi na celkovou
hmotnost 83 g pomoci deionizované vody a hodnota pH se upravi
na 7 za pouziti vodného roztoku hydroxidu sodného o kon-

centraci 40 %. Tyto roztoky 1 a 2 se ochladi na teplotu 5 °C.

200 ml promytého, tj. v podstaté neobsahujiciho

laktat sodny, odstfedéného fermentu (p¥ipraveného podobné

3

jako v prikladu K5) (12,7 % S.C.) se smisi s 83 g spolu-
formulujiciho roztoku 1 v ledové léazni p¥i teploté pfibliZné
4 °C. sSmés se 30 minut michéa pfi chlazeni v ledové lazni.
‘Poté se za michédni ptridaji 83 g spoluformulujiciho roztoku 2
a déle se micha& 30 minut pfi chlazeni v ledové lézni.ﬂTato
smés se poté prevede Suéenim'rozpraéovénim, jak Jje popséno
\Y% pfikladu S1, na préaskovy koncentrat A (vstupni teplota je

105 °C, vystupni teplota je 55 °C).

Praskovy koncentrédt A se dile susil pri teploté
mistnosti po dobu 2 hodin v 1621 ve vznosu *pohénéném dusikem,

&imZ se ziska pradkovy koncentrat B.
Charakteristiky:

Smés pripravenad k
rozpraédvéni: 29 % s.C., 7,30.10"" cfu/g suché hmoty
Praskovy koncentrat B: aktivita vody a, = 0,139
| obsah vlhkosti 3,7 %
T, z méFeni DSC: 45 °C, 5,06.10" cfu/g

suché hmoty (ekvivalentni 69% mire
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pfeZiti pri suSeni)

Stabilitni studie pfi _
skladovani koncentratu B: polty cfu pfi skladovani pf¥i
| teploté mistnosti v nadobéach
uzévfenYch po okolnim vzduchem:
4,8.10" cfu/g suché hmoty (95 %)
po 21 dni

Priklad S6

Smési pfipravené k rozpraSovani se pripravi
zpusobem podobnym zpusobu z pfikladu S3. Zde se v3ak pouziji

dva rluzné odst¥edéné fermenty:

P¥iklad S6a:

Fermentace ve varce s fermentem, ktery je 40 minut pred

koncem fermentace chlazen na teplotu 4 °C.

PrasSkovy koncentrdt A ziskany suSenim rozpra3ovanim
podle pfikladu S1 (vstupni teplota od 107 do 111 °C, vystupni
teplota od 58 do 61 °C) se dale nesu3i.

Charakteristiky:

Smés pripravenéd k
rozpradovani: 3,68.10" cfu/g suché hmoty
Praskovy koncentrat A: 0,76.10" cfu/g suché hmoty (ekvi-

valentni 21% mife p¥eZiti p¥i suseni)

Priklad Sé6b

.e

seav

.

seeses
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Fermentace ve varce s fermentem, ktery je pred koncem

fermentace zah¥at na teplotu 44 °C. V tomto p¥ikladu se smés
pfipravené k rozprasSovani rozdéli. V prvnim experimentu se
zdsobni nédoba udriuje pfi teploté& 4 °C jako v pfikladech S1
aZ S5 a S6a. V druhém experimentu se zasobni nadoba udriZuje

p¥i teploté& 20 °C.

Praskové koncentradty A ziskané suSenim rozpra-
Sovanim podle pfikladu S1 (vstupni teplota od 103 do 110 °C,
vystupni teplota od 59 do 61 °C) se nedosuduji.

Charakteristiky pro zasobni nadobu p#i teplot& 4 °C:

Smés pripravena k
rozpradovani: 3,53.10"" cfu/g suché hmoty
Pragkovy koncentrat A: 2,36.10" cfu/g suché hmoty (ekvi-

valentni 67% mife preZiti pf¥i sudeni)
Charakteristiky pro zé&sobni nédobu p¥i teploté& 20 °C:

Smés pripravenéd k
rozpraSovani: 3,53.10% cfu/g suché hmoty
pPradkovy koncentrat A: 1,48.10% cfu/g suché hmoty (ekvi-

valentni 42% mife pfeZiti pfri susSeni)
Pfiklady formulaci

Podle formulli uvedenych déle se ptipravi a zpracuji
suché smési prédkovych koncentrdtid podle tohoto vynédlezu

k vytvofreni zhutnénych p¥ipravkl zédkvasnych kultur.
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Pokud neni upfesnéno jinak, pouZitym uvoliiovacim

Cinidlem je leucin a pouZitym volné tekoucim &€inidlem je

Sipernat 50S (oxid kfemiéity suSeny rozpradovanim).

Jednotlivé sloZky pripravkll se napfed vzajemné
smisi. K tomuto G&elu se pouZije naptiklad radlicovad michacka
(typ LO 20 od firmy Lodige). Timto zpusobem ziskand sucha
smé&s se zhutni v zhutiovaci. K tomuto ﬁéelﬁ se miuZe pouZit
napfiklad laboratbrni zhutfiovad&, ktery vyviji lisovaci silu
14 kN/cm® (nap¥. laboratorni zhuthovad L 200 od firmy Bepex).
ProuZek pfoduktu vystupujici ze zhutiiovale se poté rozmélni
na velikost C&stic rovnou nebo mengi neZ 1,25 mm. Surové
granule se proseji k oddéleni jemného prachu o velikosti
¢astic rovné‘nebbvmenéi neZ 0,3 mm. VytéZek pouZitelného

materidlu je okolo od 50 do 60 % pouZitého materiédlu.
Priklad F1

P¥iprava zhutnéného Sumivého produktu pro pouzZiti jako

zakvasné kultury pro silaz

P¥ipravek A:

©

Praskovy koncentrat (podle pfikladu S2) 200,0 g
Kyselina citrdénovéa, bezvodé -95,0 g ¢
Hydrogenuhlic¢itan sodny 95,0 g
PEG (molekulova hmotnost mensi nez 400) : 8,0 g
Volné tekouci ¢inidlo 2,0 g

Pr¥ipravek B:

Préaskovy koncentrat (podle pfikladu S2) 100,0 g

Kyselina askorbova, préskova _ ' 47,5 g

(X RN 3
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Hydrogenuhlicitan sodny 47,5 g
PEG (molekulovéd hmotnost men$i neZ 400) 4,0 g
Volné tekouci &inidlo 1,0 g

P¥ipravek C:

Préadkovy koncentrat (podle pf@kladu S2) 100,0 g
Kyselina jablelna 47,5 g
Hydrogenuhli&itan sodny | 47,5 g
PEG (molekulovéd hmofnost mensi neZ 400)’ 4,0 g
Volné tekouci &inidlo ‘ 1,0 g

Pfipravek D:

PraSkovy koncentrat (podle prfikladu S2) 100,0 ¢
Zeolit A (Wessalith P) 20,0 g
Kyselina askorbova, préadkova 37,0 g
HydrogenuhliCitan sodny 36,8 g
Uvolnovaci ¢inidlo 3,0 g
Volné tekouci ¢&inidlo V 3,0 g
Priklad F2

Priprava rychle rozpustné zhutnéné smesi bez 3umivé prisady

Praskovy koncentrat (podle pfikladu S2) 100,0 ¢
Povrchové aktivni latka rozpustnad ve vodé _

(Pluriol EL 500) 90,0 g
Uvolniovacl ¢inidlo : 7,0 g
Volné tekouci &inidlo ‘ 3,0 g

Priklad F3
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Pfiprava zhutnéné smési

Praskovy koncentrat (podle p¥ikladu S5) 100,0 g

zhutfovaci pomocna latka'’ ’ 90,0 g
Uvolhovaci &inidlo 7,0 g
Volné tekouci ¢&inidlo ‘ 3,0 g

¥

Y zvolena z p¥ipravkil Avicel PH 102, Vivapur 105, Flowlac,

Maltex 20 a Cellactose nebo jejich smési
P¥iklad F4
P¥iprava stabilizovanych zhutnénych smési

Zadkladni formule:

Praskovy koncentrat (podle pfikladu $5) 100,0 g
Zhutnovaci pomocnad léatka \ 50,0 g
Stabilizator | viz tab.l
Uvblﬁoﬁaci ¢inidlo ‘ ‘ 7,0 g
Volné tekouci ¢&inidlo ; 3,0 g
Tab. 1 .
Stabilizator SloZka : MnoZstvi (qg)
A Zeolit A 40
B PEG 4000 40
C Kyselina askorbova®’ 40
D PEG 4000 ' 20
Kyselina askorbova 20
E : : Zeolit A 20
Kyselina askorbova 20

saes

seee
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Tab. 1 - pokracovéani
Stabilizator SloZka MnoZstvi (g)
F Zeolit A 20
Kyselina askorbové 3
PEG 4000 17
G Zeolit A 10
Kyselina askorbovéa 1,5
PEG 4000 8,5
H Zeolit A T
Kyselina askorbova 1
PEG 4000 6

1)

v kaZdém pripadé jde o kyselinu L-askorbovou
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PATENTOVE NAROKY

1.Sucha kultura mikroorganismi obsahujici alespon jeden druh
mikroorganismu ve formé vazané na nosi¢, vy znacduiji-
c i s e t 1 m, Ze kultura je pritomna ve formé

castic, které

a) maji velikost c¢éastice alespon asi 0,1 mm a

b) obsahuji od asi 108 do 1012 cfu/g alespon jednoho druhu
mikroorganismu a

c) jsou zhutnény.

2. Kultura mikroorganismd podle ndroku 1, vy zna c¢u j i -
c i s e t i m, Ze ¢astice jsou zhutnény plisobenim
linedrni sily odpovidajici asi 5 aZ 15 kN/cm nebo tlaku od
asi 90 do 160 MPa.

3. Kultura mikroorganismd podle naroku 1 nebo 2, vy -
znac¢uijici s e t 1 m, Ze zhutnéné castice obsahuji
zhutnény rozmélnény materidl, ktery md primér od asi 0,1 mm

do asi 2 mm.

4. Kultura mikroorganismiu podle ndroku 1, vy znac¢uiji-
ci s e t i m, Ze zhutnéné céastice obsahuji tablety,
které maji prumér od asi 2 do 50 mm a pomér pruméru

k tloustce od asi 1:0,1 do asi 10:1.

5. Kultura mikroorganismi podle nékterého z predchozich
narok, vy znac¢uijici s e t i m, Ze obsahuje jako

dalsi slozku Sumivou prisadu.
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6. Kultura mikroorganismi podle nékterého z predchozich
nadroki, vy znac¢uijici s e t i m, Ze obsahuje jako
nosi¢ alespon jeden matricovy materidl pro uloZeni bunék
mikroorganismi s alespon jednou dalsi prisadou stabilizujici

bunky nebo bez ni.

7. Kultura mikroorganismi podle nékterého z predchozich
naroki, vy znacuijici s e t 1i m, Ze obsahuje
alespon jeden druh bakterie tvorici kyselinu mlécnou.

8. Kultura mikroorganismi podle naroku 7, vy znac¢uji-
c i s e t 1 m, Ze druh bakterie je zvolen z bakterie rodu

Lactobacillus sp.

9. Zpusob vyroby suché kultury mikroorganismi obsahujici
alespon jeden druh mikroorganismu ve formé vdzané na nosic,

vyznacuijici s e t 1 m, Ze zahrnuje

a) rozpousténi nebo suspendovani alespon jedné 1latky vhodné
pro tvorbu nosic¢e v kapaliné obsahujici alespon jeden druh

mikroorganismu,

b) suSeni vysledné smési v rozprasovacim susic¢i, pricemzZ pro
suseni rozprasovanim se pouZije pripraveny upraveny
vysuseny plyn, ktery m& rosny bod ni#s$i neZ asi +5 ©c,

zahfaty na teplotu v rozmezi nad asi 80 °C a

c) odstranovédni vysuseného materidlu z rozprasovaciho susice,
pricemZz tento vysuseny materidl md vystupni teplotu od asi
45 do 75 °c.

-

10. Zpusob podle ndroku 9, vy znac¢uijici s e
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t i m, Ze v dalsSim kroku d) se suchy materidl podrobi daldimu
suseni pri teploté v rozmezi od asi 15 do 50 °C v plynné
atmosfére nebo ve vakuu a/nebo se pridd alespon jedno
exsikans.

11. Zpusob podle nékterého z ndrokll 9 a 10, vy zna ¢ u -
jici s e t i m, Ze se jako suchy materidl ziska
praskovy koncentrat, ktery md obsah Zivotaschopnych

mikroorganismi od asi 5.108 do 1.1012 cfu/g.

12. Suchd zhutnénd kultura mikroorganismi podle nékterého z
naroku 1 aZ 8, pripravitelnd z praskového koncentratu kultury
mikroorganismi vysuseného zplsobem podle nékterého z narokua

9 az 11.

13. Zpusob pripravy suché kultury mikroorganisma podle
nékterého z ndroki 1 aZz 8, vy znac¢uijici s e

t 1 m, Ze zahrnuje:
i) vyrobu praskového koncentratu kultury mikroorganisma
susSenim rozprasovanim na nosic¢i, lyofilizaci na nosici

nebo suseni v 16Zi ve vznosu na nosici,

ii) se smisenim praskového koncentrdtu s jednim nebo vice

spoluformulujicimi ¢inidly nebo bez toho a
iii) zhutnéni nebo tabletovani této smési.
14. Zpusob podle ndroku 13, vy znacuijici s e
t i m, Ze zhutnény praskovy koncentrat z kroku iii) se

rozmélni s tridénim nebo bez ného.

15. ZpUsob pripravy suché hrudkované kultury mikroorganismi,
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vyznacuijici s e t 1 m, Ze zahrnuje:

i) pripravu praskového koncentrdtu kultury mikroorganisma
susSenim rozprasovanim na nosic¢i, lyofilizaci na nosiéi

nebo suseni v 16Zi ve vznosu na nosidi,

ii) se smisenim praskového koncentrdtu s jednim nebo vice

spoluformulujicimi ¢éinidly nebo bez toho a

iii) hrudkovani této smési.

16. Zpusob podle naroku 13 nebo 15, vy zna ¢ u jici
s e t i m, Ze suseni rozprasovanim se provadi podle

nékterého z naroka 9 az 12.

17. PouzZiti kultury mikroorganismi podle nékterého z naroku
1 aZz 8 nebo pripravené zpusobem podle nékterého z naroku 9 az

16 jako zakvasné kultury pro potraviny a krmiva.

18. Potravina nebo krmivo pripravitelné za pouziti kultury
mikroorganismi podle nékterého z narokd 1 aZ 8 nebo
pripravené podle nékterého z narokl 9 az 16 jako zakvasna

kultura.
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