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Nizev vanalesu

Kmen Lactobacillus, jeho pouZiti a vyrobek jej
obsahujici

Anotace

komen Lactobacitlus parscasei subsp. paracasci, Klery jo gram-
pozitival, tyéinkovitd bakterie schopnd produkevat kKyselinu b.-
miéénou a obsahuje tH plazmids o velikosti 22,436 2 9.1
tisice bivi. ktery je odolny in vitro ke kyseling chlorovodikové
a Zaludecnim &Civam, a ktery dobie piezivd pruchod zaludkem
a surivacion traktem, a kiery roste optimdIng pei 37 °C. je
vhadny jako probioticky piiprayck v potrave a jako pfirodni
1é¢ive. Redeni se take vaahuje ni virobky absahujici tento
kmen piip. obsahujici koneentridt tohoto kmene.
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Kmen Lactobacillus, jeho pouziti a virobek jej obsahujici

Oblast techniky

Predlozeny vynalez se tyka kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasci, z ného pipravenych
prostredkil vhodnych pro pouziti jako potrava a rovnéz vyrobkii. obsahujicich tento kmen.

Dosavadni stav techniky
Kmen Lactobacillus paracasei je gram-pozitivni, homofermentativni, ty¢inkovita bakterie. vys-

Kytujici se mimo jiné v lidském zazivacim traktu.

Podslata vynalezu

Vynalez s tyka kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, LMG P-17806, ktery je gram
pozitivai, homofermentativni, ty¢inkovita bakterie schopna produkovat kyselinu L -mléénou a
obsahuje (i plazmidy o velikosti 2.2, 4.36 a 9.1 tisice bazi, kde samostatné je kmen vhodny jako
probioticky pripravek v potravé a jako piirodni Iéky. ktery je odalny in virro ke Kyseling chloro-
vodikové a zaludedni $tave, snasi #ludové soli a pritom je nerozklada. zatimeo probihd jejich
silné vstichavani, a ktery dobfe pfeziva pristup 7aludkem a zaZzivacim traktem a ktery roste
optimalné pti 37 °C.

Novy kmen (ktery bude dale pro jednoduchost oznadovan LMG P-17806). je variantou druhu
Luctobacillus paracasei subsp. paracasei. Ma charakteristické rysy druhu s obsahem GC 44%.
LLMG P-17806 byl izolovan ze vzorkii mikroflory lidského zazivaciho traktu. LMG P-17806 je
gram—pozitivni, homofermentativni. ty¢inkovitd bakterie. Vytvari kyselinu I-mlécnou (levotoci-
vV stereoizomer kyseliny mlééné) a roste optimalné pii teploté 37 °C. Kmen je charakteristicky
tim. z¢ je in vitro tolerantni ke kyselingé chlorovodikové a zalude&ni stéve. toleruje Zlucove soli
bez toho, ze by je rozkladal a ma vyisi schopnost vstiebavat cholesterol. Kmen je take charakte-
risticky tim, 7c obsahuje tfi plazmidy o velikosti 2.2, 4.36 a 9.1 kb (kilobazi). Dalsimi charakte-
ristickymi vlastnostmi je. ze kmen fermentuje ribozu. adonitol. galakiézu, glukédzu. fruktozu.
manozu, sorbozu, manitel. sorbitol, N-acetyl-glukozamin. eskulin, celobidzu, maltdzu, laktozu,
sacharozu, trehalozu, inulin, melezitozu, D turandzu a D-tagatdzu. Na druhé strané nefermentuje
alycerol. ervthritol, D a L-arabinézu, D—a L—xylozu, B methyl-D—xylozid. rhamnozu. dulcitol.
inozitol. e-methyl-D-manozid, a-—methyl D ¢lykozid. amygdalin. arbutin, salicin, melibidzu.
rafindzu. $krob. glykogen. xylitol. gentiobidzu, D-lyxézu, 1) - a L—fukozu, D—a L-arabitola 2 a
S ketoglukonat,

Kmen byl charakterizovan SDS gelovou elektroforézou. pii niz byl porovnavéan se Sesti jinymi
kmeny Lactobacillus paracasei subsp. paracasci Pii tomto porovnani se ukazalo. 7e je odlisny od
viech ostatnich popisovanych kmenii a sou¢asné, kdyz je porovnan s jinymi laktobacily. zda se
patfit k oznacenému druhu. Byl také charakterizovan pokud se tyka ribozomaini RNA pomoci
metody nazvané Riboprinter®. Pomoci této metody bylo ukdzdno, ze kmen vykazuje 76%
podobnost s typovym kmenem pro Lactobacillus paracasei subsp. paracasei a 72% podobnost s
typovym kmenem pro Lactobacillus casci, ktery byl analyzovan pri téZe ptilezitosti.

Kmen byl ulozen v Belgické uspofadané sbirce mikroorganizmi (Belgian Coordinated
Collections of Microorganisms — BCCM), shirka LMG a bylo mu pridéleno piistupové Cislo
EMG P-17806.
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Vyhody kmene

Kmen LMG P 17806 ma, v¢ srovnani se znamymi kmeny Lactobacillus, zdsadni vyhody pfi

pouziti jako probioticky pripravek v potravé a jako prirodni léky tim, ze obsahuje jedinecnou

kombinaci vhodnych vlastnosti:

— kmen ma dobrou odolnost proti zaludeénim §t'dvam a zluéovym kyselinam, ale na rozdil od
mnoha jinych kmen( nerozklada zlu¢ové soli:

— ma velkou schopnost asimilovat cholesterol:

— kmen dobie prochazi zaludkem:

— kmen ma vliv na podminky v modelu tlustého stieva tim. ze v ném zvySuje tvorbu kyscliny
L-mlé¢né:
kmen neni vice zanétlivy nez jsou béiné jogurtové bakterie:

~ kmen chrani stfevni buiiky pied napadenim patogennimi organizmy, jako je Salmonella
typhimurium;

- kmen piisobi antagonisticky proti bakterii zptisobujici Zatudeéni vied — Helicobacter pylori:

— kmen vylvaii baktericiny aktivni proti klostridiim:

- kmen dobfe preziva ve mléku a rovnéZ ve zmrazeném a vysuseném stavu:

~ kmen na rozdil od vétsiny jinveh laktobacild ma piiznivy vliv na chut” fermentovanych mléc-
nych vyrobki (nezpisobuje zadnou prichut).

Uvadény kmen Lactobacillus paracasci subsp. paracasei miiZe byt pouzit jako pfisada do potravin
nebo jako prirodni 1ék, jako tzv. .LéCebnd strava™ nebo jako prisada k pEirodnimu l€ku.

Takové léky mohou byt pouzity pro déti za Géelem zmirnéni atopickych problému: pro starsi
osoby aby se upravila porménéna mikroflora, zpisobend bud’ normalnimi zménami v prubéhu
starnuti nebo zménou vylucovani kyscliny chlorovodikové: a pro lidi obeené, aby se normalizo-
vala stievni f1ora. vzhledem k tomu, Ze obsah klostridiovych bakterii je snizovan. obsah laktoba-
¢ild a bufidobakterii je zvySovan a vysoky obsah konformnich bakterii je snizovan.

Témito svymi vlastnostmi se kmen LMG P 17806 1isi od ditve znamych kmentt. coz bude uka-
zano na piikladech dale.

Ptiprava kmene

Kmen je piipraven zpisobem béznym pro laktobacily. Je pouzit substrat vhodny pro laktobacily,
Tento substrat by mél naptiklad obsahovat alespon jeden z cukri. které je kmen schopen fer-
mentoval. podle toho co bylo feceno vy$e, v kombinaci s proteiny. vitaminy, mineraly a jinymi
zivinami, které jsou normélné laktobacily vyzadovany. Priklady béznych komeréné dostupnych
substratd jsou bujon obsahujici kvasni¢ny extrakt a glukozu, MRS (de Man-Rogosa—Sharp
bujon). Rogosa. mléko s pfidanym malym mnozstvim kvasniéného extraktu atd. Kmen je kulti-
vovan s minimalnim mnozstvim kysliku nebo pii (plné neptitomnosti kysliku, vhodné pfi teploté
mezi +15 a7 +42 °C. Jestlize je substrat naockovan 0.1 az 1.0 % ockovaci kultury, je vhodnd
kultiva¢ni doba mezi 10 a 40 hodinami. Kmen miiZe byt, pokud je to pozadovano, koncentrovan
centrifugaci nebo filtraci a potom je koncentral promyt, aby se odstranilo kultivatni médium.
Koncentrat mize byt potom béznym postupem zmrazen nebo lyofilizovan. Timto zpisobem Ize
piipravit piipravky se 100 miliony az 100 000 miliony zivych bakterii LMG P-17806 na gram.
Pripravky mohou byt potom pouzity jako takové nebo je lze pouzit jako pridavky do potravy,
naptiklad do miéka nebo jinyeh vyrobki, které davaji LMG P -17806 moznost pieZivat a pokud

je to zadouci i riist.
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A. Vyzkum tykajici se priichodu kmene zazivacim traktem

LMG P-17806 byl kultivovin vySe popsanym zplsobem a pridan spolu s jogurtem do mléka.
Fermentovany produkt byl vytvofen inkubaci miéka po dobu 5 hodin pii 42 °C. Byl ziskan
chutny vyrobek. obsahujici 100 milionit Zivych bakterii LMG P-17806 v 1 gramu vyrobku.
7dravé osoby dostavaly 3 x 200 g tohoto vyrobku denné po dobu 1 tydne. Celkovy ptijem LMG
P—17806 byl mezi 40 az 200 miliardami.

Vzorky stolice byly testovany pred piijmem. po jednom tydnu pfijimani a jeden tyden potom, co
byl pfijem ukonéen. Jak je vidét dale z tabulek | a 2, u testovanych osob bylo zjisiéno silné zvy-
seni poctu laktobacilii. U kazdé testované osoby byla pfi kazdé piflezitosti u dvou izolatd ur¢ena
druhova pfisluinost, tj. celkem u 20 izolath. Osmnact izolatii z obdobi pfijmu se podle fenotypo-
vé klasitikace skladalo 2 LMG P—17806. Tento bakterialni kmen se ve vzorcich neobjevoval ani
pred. ani po ptijmu LMG P=17806 v potrave.

V priméru byl obsah ve vzorcich stolice v obdobi pfijmu v potravé velmi vysoky a pouze slabé
se ménil od 63 milionii do 320 milionii na gram, ). v ramei pétinasobku. Pozoruhodné bylo, zc
obsah byl do znaéné miry stejny nezavisle na tom. jaky obsah byt méfen pfed pocitkem pokusu.
o ukonéeni piijmu v potravé sc obsah vratil k tomu. co se zdalo byt prirozené pro testovancho
Jedinee.

V tabulkach 1 a 2, uvedenych dale. byl zjistovan obsah laktobacili ve stolici. vyjadieno v milio-
nech na gram, testovano vysetim na substratu Rogosa.
Tabulka 1

Pét testovanych jedined s plivodng nizkym obsahem laktobacili

Testovany jedinec | Pfed pokusem B&hem pokusu Po pokusu

1 ~ Joos 120 0,07

2 0,15 320 0,12

3 - 10,08 97 0,14

4 10,009 63 0,02

5 <0,001 - 278 0,002
Tabulka 2
Pét testovanych jedinel s vysokym obsahem laktobacili

" Testovany jedinec Pred pokusem Béhem pokusu Po pokusu

6 12 207 13

7 0,7 83 0,6

8 - 0,2 136 10,18

9 - 43 74 35

10 0,6 212 0.8
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Testovani ukazalo. ze kmen dobre pteziva pti prichodu zazivacim traktem.
B. Vyzkum tykajici se tvorby kyseliny L-mlé¢né timto kmenem na modelu tlustého stieva

Vyie uvedeny fermentovany produkt byl pfidan do tzv. SHIME-reaktoru. ktery je in vitro
modelem stieva. Vzorky byly odebirdny 2 téch ¢asti reaktoru. které odpovidaji nejdilezitgjsim
¢astem tlustého sticva. Podobné srovndvaci testy byly provedeny s nékterymi jinymi kmeny
Lactobacillus, mimo jiné (&sné pribuznymi s kmenem L. paracasei subsp. paracaset, Jak je zfejmé
7 dale nasledujici tabulky 3, LMG P-17806 zpisobuje silné zvySeni produkce kyseliny L-
mlécné, klera je jedinym izomerem kyseliny mlééné. ktery je vytvaren kmenem LMG P-17806.
Tvorba kyscliny mlééné je povaZovana za vyhodnou z nékolika divodi. mimo jing pro antibakte-
ridlni Uginek kyseliny mlééné a rovnéz kvili tomu, Ze o nizsim pH se predpoklada. Ze snizuje
dostupnost a tvorbu dusikatych slou¢enin.

Tabulka 3

I'vorba kyseliny L—a D-mléené v SHIME—reaktoru po piidani riiznych laktobacili (v mg na litr
obsahu reaktoru)

. Reaktor 4 Reaktor 5 Reaktor6
Kmen laktobacilu L D L D L D
LMG P-17806 300 80 500 100 280 90
L. paracasei 40 80 200 70 130 40
L. rhamnosus 90 10 10 70 80 10
L. plantarum 60 80 60 70 40 50

V tabulee L. aznacuje fevotodivy izomer kyseliny mlééné a D™ jeji pravotodivy izomer.

Reaktor 4 odpovida horni &asti tlusicho streva. reaktor 5 stfedni ¢asti a reaktor 6 dolni casty tlus-
tého stieva. Zkoumani ukazuje, Ze kmen v modelu tlusi¢ho stieva vytvari kyselinu L--mlécnou.

C. Vyzkum, jak kmen chrani stfevni epitelialni bunky pied napadenim Salmonella typhimurium

Strevni epitelialni bunky typu CaCo=2 byly péstovany in vifro. Potom k nim byla pridana kombi-
nace laktobacilii a Salmonella typhimurium v poméru 100:1 a s 1 milionem salmonel na | mili-
litr, Uginek byl studovan po inkubaci 120 minut pfi 37 °C. MnoZstvi napadajicich salmoncl bylo
uréeno po trojnasobném promyti ploten s narostlymi buiikami CaCo-2. Narostlé buitky byly oset-
Feny antibiotikem gentamycinem o koncentraci 100 mg/l po dobu 1 h. aby byly usmrceny
viechny bakterie, které nevnikly do bunék. Potom byly plotny omyty pomoci PBS, aby se
odstranil viechen gentamycin a nakonec byly zachycené bakterie uvolnény pilisobenim 0,1%
Tritonu--X na buiky CaCo-2 7a tfepani. Pocet salmonel byl potom urfovan béznym postupem
vysévani na plotny. LMG P-17806 mél zietelny vliv tim, Z¢ snizoval poCet napadenych bunék.
Na druhé strang blizce pfibuzna varianta paracasei 506 se zdala spise stimulovat napadani salmo-
nelovymi bakteriemi. Také co se tyka této vlastnosti, ukazal LMG P-17806 kiadny ucinek. Vys-
ledky jsou ukazany dile v tabulce 4.
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Tabhulka 4

Napadeni salmonelami

% napadajicich salmonel
Laktobacily .
bez laktobacild s laktobacily
LMG P-178086 25 0,75
L. paracaset K 506 25 7
L. plantarium 2 2
L. rhamnosus 2,5 0,75

Tabulka ukazuje. e kmen LMG P—17806 poskvtuje zietelnou ochranu proti napadeni salmonelo-
vymi bakteriemi.

D. Vyzkum ochrany proti Helicobacter pylori

Byl méten Ocinek podavani fermentovancho miééného vyrobku na jedné stran¢ s kmenem LMG
P—17806, na druhé strang bez ného. na obsah Helicobacter pylori ve vykalech za pouziti mysiho
modelu. pii¢emz mysi byly infikovany H. pylori.

My3i byly 3krat v jednodennich intervalech infikovany vzdy (00 miliony bakterii kmene H. pylo-
ri 17874 ve Sroubovicové forme. Potom byly mysim podavany pokusné vyrobky a obsah H. pylo-
ri ve vkalech byl méfen pomaoci heparinizovanych magnetickych kulidek a enzymatickym imu-
nologickym testem. Byly testovany tfi druhy vyrobki. Ukazalo se. ze viechny fermentované
mléené vyrobky snizuji podil H. pylori, ale 0¢inek nastaval ve srovnani s béznym jogurtem a ve
srovaani s kmenem L. fermentum KLD zietelné rychleji v pripadech. kdyZ vyrobek obsahoval
LMG P-17806.

Tabulka >

Obsal H. pylori ve vykalech méfeny pomoci heparinizovanych magnetickych kuliéek a enzyma-
tickym imunologickym testem

: po sedm dni po
Vyrobek pred uzivanim | P° d:;;ii?mm sedmidennim skon&eni
uzivani uZivani
bézny jogurt 1,48 1,86 (3,63 225
jogurts L. |
1,65 1,62 0.94 1,61
fermentum
jogurt s LMG P-

17806 1,80 0,68 0,61 1,71
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Cisla v tabulce vyjadfuji absorbanci pfi 405 nm a jsou amérna obsahu.
[:. Testovani viivu kmene LMG P-17806 na imunologickou obranu

Imunologicky obranny systém je kontrolovén fadou signainich sloucenin, tzv. cytokini. Nékteré
z nich mohou vyvolavat zanét. Vliv LMG P--17806 na tvorbu cytokini TNF-alfa a [1.-6 byl
porovnavan s vlivem dvou druhi. obsazenyeh v jogurtové kultufe, 1. delbrucket subsp. bulgari-
cus a Streptococcus thermophilus. Leukocyty byly oddéleny z lidske krve a pridany v mnozstvi
10 miliond k Zivym bakteriim nebo k bakteriim zabitym pomoci glutaraldehydu. Jako kontrola
byly pouzity lipopolysacharidy (LPS) z E. coli. Vysledky jsou uvedeny dale v tabulce 6. Vysled-
ky ukazuji. 7¢ LMG P-17806 ma v pouZitém modelu stejné zan¢tlive viastnosti jako bézny

Jogurt,

Tabulka 6

Vliv kmene LMG P-17806 na imunologickou obranu

TNF-alfa mg/l IL-6 mg/
Laktobacily ___ S — e :
Zivé mrtvé Zivé mrivé
S. thermophilus, E584 12 R 0,4 <0,1
L. bulgaricus, E585 2 3 05 0,1
LMG P-17808 4 1 0.7 " <0.1

F. Testovani odelnosti kmene 1.MG P—17806 proti antibiotikim

Probiotické ptipravky mohou byt uziteéné v souvislosti § poruchami rovnovahy stievni flory v
pribéhu lé&eni antibiotiky. Soudasné je dilezité, Ze probiotické pripravky nepiispivaji k Sifeni
odolnosti proti antibiotikiim, to je zvIasté dilezité pit soutasném pouziti probiotickych piipravkii
a antibiotik. Z tohoto divodu byla stanovena odolnost kmene 1.MG P-17806 proti riznym anti-
biotikiim. Citlivost kmene LMG P-17806 Kk riiznym antibiotikiim byla urCovana stanovenim

jejich koncentrace. pii které bylo dosazeno 50% snizeni ristu tohoto kmene, méfeno pomoci

optické hustoty.

Ukdzalo se. ze kmen |.MG P—17806 byl adolny proti vankomycinu a nebyl inhibovan ani pti jeho
koncentraci 256 mg/l. Kmen vykazoval n¢jakou odolnost proti trimetheprimu a ccfotaximu, pri-
Gemz 50% optické hustoty (OD) bylo dosazeno pii 12 mg/l. resp. 4 mg/l. Kmen LMG P-17806
byl na druhé strané citlivy k chloramfenikolu, erythromycinu, rifampicinu a tetracyklinu, kde jiz
hladiny pod 1 mg/l mely za nasledek 50% inhibici ristu.

Ucinek antibiotik byl také zkouméan pomoci tzv. Sensi teréiki od firmy Oxoid. Podle takto ziska-
nvch vysledkil je kmen LMG P-17806 odolny proti aztreonamu, ceftaximidu, cefoxitinu, siranu
kolistinu, kanamydnu, polymyxinu B, streptomycinu a vankomycinu.

Kmen LMG P-17806 mize byt podle téchto vysledka zvaité zajimavy pro pouZiti pii soucasné
terapii antibiotiky jako je vankomycin, trimethoprim a rovnéz nekolik cefloxacind, coZ jsou
viechno antibiotika se znamymi mistnimi (¢inky na stfevni floru a stievni funkee.
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Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1: Priprava bakterialniho koncentratu

Zmrazeny bakterialni koncentrat o koncentraci 10 miliard LMG P- 17806 na gram byl pfipraven
vyée uvedenym zplisobem péstovanim laktobacilit na syrovatkovém substratu, ke kterému byl
piidan | gram kvasni¢ného extraktu na litr, pfi konstantnim pH 5.5 po dobu 14 hodin pfi teploté
36 °C. Bakterie byly oddéleny pomoci centrifugace s pribéznym promyvanim centrifugatu. Kon-
centrat byl zmrazen v tekutém dusiku a potom do doby pouziti ulozen pfi —80 °C.

Priklad 2:  Pfiprava fermentovaného mlééného vyrobku

Mléény vyrobek byl pripraven z mléka postupem, ktery sestiva z homogenizace mléka. tepelne-
ho opracovani mléka po dobu 5 minut pii teploté +95 °C a ochlazeni na +37 °C. Mlécny vyrobek
byl naockovan s 0.01 % komeréné dostupné. zmrazené jogurtové kultury a 0.5 % koncentratu
LMG P 17806. Kultury bvly ponechany rast po dobu 6 hodin pfi uvedené teploté. Ml¢ko pak
bvlo srazeno a jeho pH snizeno na 4,55. Koagulovana forma byla rozmélnéna a vyrobek ochlazen
na +12 °C. po ¢emz byl balen do béznych plastikovych poharh. kieré jsou normalné pouzivany
pro jogurt a nato ochlazen v chlazené komoie s teplotou +5 °C po dobu jednoho dne a noci. Jeho
pH se snizilo na 4.4. Vyrobek byl pak skladovan pii +8 °C po dobu aZ ti tydnii. Obsah kmene
LMG P-17806 byl sledovén a jak je videt z visledkii uvedenych dale v tabulce 7. nastavat ome-
zeny rhst kmene MG P-17806 v kultuie a LMG P-17806 pieZival velmi dobie uskladnéni po
dobu tfi tydn pri pH mzsSim nez 4.4,

Tabulka 7

Skladovatelnost kmene LMG P-17806 v mlééném vyrobku

Obsah . . S
Al g N Obsah po Po uloZzeni | Po uloZzeni | Po uloZeni
Ockovano | y mléénem oo . . .
2 tyd 3 tydn
| uyrebku kultlvaf:l_ 1 tyden - tydny tydny
9900 49 97 132 118 121

Obsahy jsou udany v milionech na gram.

Vyrobek mél normalni vzhled a sotva 1 % se oddélila ve forme syrovatky po ¢trmactidennim
uskladnéni, Vyrobek mél vybornou chut’, stejnomérnou konzistencr a erstvou, jemnou viini.
Testovany vyrobek ziskal vy3si ohodnoceni i nez normélni jogurt v nezavislém spotichitelshém
prizkumu, provedeném vyzkumnym dstavem. Vyrobek byl srovnavdn ve spottebitelském priz-
kumnu s odpovidajicim vyrobkem bez kimene LMG P-17806, picemz hodnolici osoby nevédely

jaky vyrobek byl ochutnavan. Vyrobku s kmenem LMG P-17806 davalo pfednost 74 % testuji-

cich osob a ziskal pramérnou hodnotu 7.6 na devitibodové $kdle, coz je vvznamné vyS8i nez vys-
ledky bézného jogurtu. Hodnoceni bylo o néco vice nez o 1 bod vy§si ne7 u diive znamé probio-
tické kultury s Lactobacillus acidophilus. Vysledky sc také lisi od vysledki, které byly dtive zis-
kany pfi porovnani mezi ¢istym jogurtem a vyrobky, vzniklymi smisenim jogurtu a probiotické
bakterie l.actobacillus acidophilus popiipadé Bifidobacterium longum. V téchto porovnanich
nebyly zisteny zadné vyznamné rozdily mezi ¢istym jogurtem a uvedenymi smésnymi vyrobky.
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Ptikiad 3:  Vhodné mnozstvi piidaného kmene LMG P--17806

Také byly provedeny pokusy o nalezeni vhodného kvantitativniho rozmezi pro pfidavani kmene
1.MG P-17806. Mléko bylo zpracovino a pfidana k nému jogurtova kultura tak, jak bylo popsino
vyie, zatimeo piidavani koncentratu kmene LMG P-17806 bylo ménéno v rozsahu 5 % do
0.01 %. Pfi tak vysokém obsahu, jako bylo o¢kovani 5 % LMG P-17806 byla ziskana pfichut.
ktera pravdépodobné pochdzela ze slozek samotné ockovaci kultury. Avsak zména pli a vzhled
vyrobku byly normalni. Obsah LMG P-17806 v ¢erstvém vyrobku byl 504 milion( na gram a
ziistal na této Grovni i v prilbéhu skladovani. PFi pridani 0,01 % koncentratu LMG P—17806 nebyl
vyrobek senzoricky odlisitelny od béincho jogurtu a obsah LMG P-17806 byl jiz po jednotyden-
hovat. aby mohl podle navrhu mezinarodni legislativy ziistat vyrobkem, kiery obsahuje specific-
Ly probioticky pfipravek.

Priklad 4:  Piiprava specialniho fermentovaného vyrobku

Pokus byl proveden tak. jak bylo popsidno vyie, s tou vyjimkou, Ze k mléku bylo pfidano 0.4 ¢
kvasniéného extraktu na litr. Bylo ockovano s 0,01 % téze jogurtové kultury, jak byle uvedeno
vyie, ale bylo pidano pouze 0.1 % koncentratu LMG P—17806. Inkubace byla provedena po
dobu 8 hodin pfi teploté +34 °C. po niz byl proces pierusen a vyrobek zchlazen, zabalen a ulo-
zen. jak je uvedeno vyse v pitkladu 3. LMG P-17806 se za téchto podminek namnozil 10krdt a
podobné jako vyse bakterie v priibéhu skladovani dobic piezivaly. Vysledky jsou uvedeny dale v
tabulce.

Tabulka 8

Skladovatelnost specifického miééného produktu kmene LMG P-17806

Obsah . L .
. A Obsah po Po uloZeni | Po ulozeni Po uloZeni
Ockovano | v mlécném | ivaci 1 tyden 2 tydny 3 tydny
~ vyrobku ) B

9900 10 103 114 109 107

Obsahy v tabulce jsou udany v milionech na gram vyrobku.

Vyrobek mél normalni vzhled a asi 1.5 % se oddélilo ve formé syrovitky po ¢trnactidennim
uskladnéni. Vyrobek mél dobré. ostré aroma a stejnomérnou konzistenci.

Priklad 5. Pfiprava rostlinné stavy obsahujici kmen LMG P-17806

Rostlinng §'ava byla pfipravena smichanim mrkvového koncentratu a koncentratu pomerancové
§avy ve stejném poméru tak, Ze pH vysledné smési bylo 3.9. Smichany napoj byl tepelné opra-
covan a bylo k nému ptidano | %, popfipadé 0,1 % koncentratu LMG P-17806. Obsah LMG P-
17806 tak byl 100 miliond na mililitr, poptipadé 10 miliond na mililitr. Napoje byly ulozeny pii
+7°C po dobu 4 tydnd. Aroma vyrobku nebylo ovlivnéno a nebyl pozorovan zadny vliv ulozeni
neho piidani LMG P-17806. Avsak piidani LMG P-17806 do koncentrace prevysujici 50 milio-
nii se viak zdalo potlatovat snizovani obsahu vitaminu C. Ve vyrobku bez LMG P-17806, stejn¢

jako ve vyrobku s obsahem 10 miliond bakterii na mililitr. se obsah vitaminu C sniZil

7 25 mg/100 g pied uloZenim na 18 mg/100 g po &tyfech tydnech. Pi pFidani 100 miliond LMG
P- 17806 na mililitr se obsah vitaminu C snizil pouze na 22 mg/100 g. tj. vice nez o 50 % niZsi
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pokles obsahu vitaminu C. LMG P- 17806 dobfe pieziva a obsah LMG P-17806 po ¢tyfech tyd-
nech byl 0 40 % niZsi nez v Eerstvém vyrobku, bez ohledu na piidané mnozstvi.

V jiném pokusu byl k témuz ndpoji pridan LMG P—-17806 v mnozstvi 5 %. To dodalo vyrobku
prichut’, kterd se v pribéhu doby uskladnéni zhorSovala.

Priklad 6:  Ptiprava prasku pro pfipravu kage

Pradek pro pripravu kase je pfipraven béZnym postupem. Koncentrat LMG P-17800, piipraveny
jak je uvedeno vyse. je lyvofilizovan po smichani s kukuficnym skrobem a po zabaleni, které
zamezuje piistupu Kysliku, byl ulozen pii teploté -20 °C. Lyofilizovany piipravek obsahoval 61
miliard [.LMG P-17806 na gram. Prasck pro pfipravu kase byl za sucha smichan s 0.03 % LMG
P 17806 a zabalen v dusikové atmosféfe do obalu, ktery zamezuje pfistupu kvsliku. Pragek byl
ulozen zpocatku 3 mesice pfi teploté +12 °C a potom dalsi 4 mésice pfi teploté mistnosti. Obsah
LMG P-17806 je zfejmy z tabulky 9 uveden¢ dale. Prasck pro piipravu kasc poskytoval dobré
moznosti pro preziti LMG P-17806 a proto je mozné pripravit napiiklad détské potravinové
vyrobky s vysokym obsahem LMG P-17806.

Tabulka 9
" Lyofilizovany | Prasek pred Prasek po Potfech Po sedmi
pfipravek pfidanim pfidani mésicich mésicich
61 000 <0,0001 20 18 6,5

Obsahy ve vyse uvedend tabulee jsou udany v milionech na gram prasku.

Prasek pro pripravu kase byl rozpustén v @ dilech vody o teploté t50 °C a byl uréen obsah LMG
P—17806. Obsah byl | milion LMG P-17806 na mililitr napoje v pfipadé. Zze byl pouzit prasek
stary 6 mésicl. Kasi nebylo mozno rozlisit od bézného vyrobku. Po ulozeni v pribehu jedné noci
pit teploté mistnosti viak kade s pfidanym LMG P-17806 chutnala slabé kysele a méla pl1 5.7.

V druhém pokusu byl zkousen vliv piidani 1 % popfipadé 0.001 % Ivofilizovaného pripravku
LMG P-17806. Jeho obsahy v prasku po piidani byly 570 poptipadé 0.8 milionu na gram.

Prasky byly ulozeny odpovidajicim zpisobem a testovany po pétimésiénim uloZeni. Po rozpusic-
ni. jak bylo uvedeno vyse. byl obsah v piipravené kasi 800 milionii, popfipadé pro nizky piidavek
mene nez 10 000 na mililitr. PFi vy33i koneentraci pridavku bylo pozorovano slabé kyselé aroma

117 po étythodinovém uloZeni kase pfi teploté téla.

Piiklad 7. Pfiprava suchého prasku pro pouziti jako ,.Zdrava vyziva"

Lyofilizovany koncentrat LMG P-17806 byl smichan s raznymi mnozstvimi kukufiéného skrobu
v pomérech 1:1. 1:9, 1:99 a 1:999. Smichané prasky byly ulozeny v malych pytliceich v mnozstvi
| az 100 gramt na pytlicek. Material pytlicki byl nepropustny pro kyslik a vodni paru. Pytlicky
byly uloZeny v mraznicee, ledni¢ee nebo pii teploté mistnosti. Obsah byl pak pouzit jako prisada
do napoje tak, Ze prasek byl smichan s napojem pred jeho konzumaci. Bylo zjisténo piezivani,
kter¢ odpovidalo ptikladu 6. Prasek pfipraveny v poméru i:1 byl také zabalen do Zelatimovych
KapsH v mnozstvi 0.4 gramu na kapsh. Podet bakterii v kapsii byl 10 miliard. Kapsle byly obale-
ny materiglem, ktery mél dobré izolacni viastnosti proti kysliku a vodni pare. Kapsle byly uloze-
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ny stejnym zpasobem, jak bylo uvedeno vyse a byly ziskany vysledky, kieré odpovidaji dobrému
pieziviani bakterii.

Priklad 8:  P¥iprava a pouziti bakterialnich smési

Kmen LMG P-17806 je no7no michat s jinymi laktobacily, bez toho, 7e by dochazelo k inhibici
jejich ristu. Nezda se. Ze by LMG P-17806 vytvarcl jakékoli slouceniny. které by inhibovaly jiné
laktobacily nebo laktokoky, kdyZ je LMG P-17806 kultivovan spoleéné s jogurtovymi kulturami.
kulturami které kysnou mléko. obsahujici laktokoky nebo jiné druhy laktobacili. jako jsou L.
acidophilus. L. fermentum nebo L. rhamnosus. Z vysledkii pokusi se smésmi Iyofilizovanych
piipravkil. obsahujicich viechny tyto bakteric, vyplyvaly nezménéné skladovaci podminky. at’
bylo provedeno smichani s kukufiénym skrobem nebo s praskem pro pfipravu kase. Po rozpuste-
ni pragku a ulozeni po dobu 12 hodin pfi teploté téla a 12 hodin pii teploté mistnosti nebyl zjisten
zadny zaporny vliv LMG P-17806 na celkovy obsah laktobacilii nebo na obsah kterychkoli bak-
terti.

V pokusu s piipravou probiotického kysclého mléka bylo k normélngé zpracovanému mlécnemu
vyrobku pfidano 0.5 % kultury kterd kysne mléko a 0.6 % lyofilizovaného koncentratu jednotlive
kazdého 7 1. acidophilus NCFB 1748, L. fermentum KLD a LMG P-17806. Bylo vSak pfidano
pouze 0.1 % KLD, protoze vvidi piidavky mély za nasledek vznik prichuté a nechiéné srazeniny.
MIéko byio ulozeno po dobu 19 hodin pii teploté mistnosti. Pak bylo jeho pH 4.50. Mlcko bylo
ochlazeno na +10 °C. zabaleno a ulozeno pii teploté +6 °C az 14 dni. Vysledky jsou ziejmé z
nasledujici tabulky 10.

Tabulka 10

' Miéené bakterie | Pred zchlazenim | Po 5 dnech Po14dnech |

~ Lakiokoky 730 810 - s0
L. acidophilus 135 142 13
L. fermentum 12 14 9
IMGP-17808 | 112 126 | 109

Obsahy jsou udany v mitionech bakierii na miliitr.

Osmdesat zdravych pokusnych osob dostalo k jidlu vyrobky u piileZitosti cesty na konferenci do
Istanbulu v lurecku. Skupina byla rozdélena na dvé. jedna jedla Kyselé mléko popsané vyse
pouze s [ MG P-17806, zatimco druha jedla probiotické kyselé miéko se tfemi raznymi probio-
tickymi kmeny. Testované osoby byly v misté konference § dni. Vyrobky zacaly jist dva dny
pied odletem do mista konference a pokratovaly s jidlem jesté Ctyii dny po navratu. Vyrobky
byly jedeny ve formé (i svacin rozlozenych rovnomérné v pribéhu dne, v mnozstvi 150 g/jidlo.
Vsechny pokusné osoby s vyjimkou dvou osob ve skuping s kyselym mlékem uvadély. ze jedly
vyrobek podle doporuceného schématu. V dotazniku byly zadany aby uvedly pomoci tiistupniové
stupnice potize gastrointestinalniho traktu. pokud jde o formy bolesti Zaludku, tlaky. prijem nebo
zacpu. Pokud se tyka prijmi byl rozdil viom, ze § % pokusnych osob, které jedly pouze 1.MG P-
17806 uvadély, ze mély vazny nebo velmi vazny prijem v pribéhu alespont dvou dnil, zatimeo
tento vyskyt byl 22 % ve skuping, ktera jedla probiotické kyselé mléko.

Zdi se tedy. ze smés nékolika riznych laktobacilt maze byt jeSi¢ G¢inngjsi, neZ pouze jeden

kmen bakterii. To miize byt zplisobeno skutetnosti, ze podavané laktobacily mély rizné viast-
nosti.

- 10 -
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PATENTOVE NAROKY

1.  Kmen Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. LMG - 17806, kiery je gram—pozitivni,
homofermentativni, tyCinkovita bakterie schopnd produkovat kyselinu L-mlétnou a obsahujc (i
plazmidy o velikosti 2.2, 4.36 a 9.1 tisice bazi, kde samostatné je kmen vhodny jako probioticky
piipravek v potravé a jako piirodni lék, ktery je odolny in vitro ke kyseliné chlorovodikove a
zaludeéni $Cave, snadi Zzludové soli a pFitom je nerozklada. zatimeo probiha jejich siln¢ vstieba-
vani, a ktery dobfe preziva prichod Zaludkem a zazivacim trakiem a ktery roste optimalné pfi
37 °C.

2. Kmen podie naroku 1. kde kmen obsahuje 44 % GC.

3. Kmen podle naroku [ nebo 2. kde kmen byl izolovan ze vzorkd mikrofléry lidskeho zaziva-
ciho traktu.

4. Kmen podle narokii 1. 2 nebo 3. kde kmen fermentuje ribozu, adonitol, galaktozu, glukdzu,
fruktozu. mandzu. sorbdzu, manitol, sorbitol, N-acetyl-glukozamin. eskulin, celobiozu. maltozu.
lakiozu, sacharozu, trehaldzu, inulin, melezitdzu, D-turandzu a D-tagatozu.

5. Kmen podle naroki 1,2.3 ncho 4, kde kmen je dodan jako koncentrat ve formé zmrazencho
nebo lvofilizovaného prasku.

6. Kmen podle kteréhokoli z predchozich narokll pro pouziti v potravé a/mebo jako pfirodni
1é¢ivo, kde kmen Lactobacillus paracasei subsp. paracasel. je piidan k mléénému vyrobku. fer-
mentovanému mléénému vyrobku, ovoenému nebo zeleninovému napoji. jako je rostlinna Stava,
$lava 7 citrusového ovoce nebo $tava z jiného ovoce nebo zeleniny. v objemu mezi 0,001 % a
5 % vztaZeno na potravu nebo piirodni [¢Civo. s vyhodou (L,01 % a | % vztazeno na potravu nebo
prirodni [¢&ivo.

7. Kmen podle kteréhokoli z predchozich naroki 1 az 3 pro pouziti jako probioticky piipravek
v potravé a/nebo jako pEirodni Ié¢ivo. kde kmen Lactobaciilus paracasel subsp. paracasei je
kultivovan spole¢né s jogurtovymi kulturami a kulturami, které kysnou mlcho. s laktokoky nebo
jinymi druhy rodu Lactobacillus, jako jsou L. acidophilus, L. fermentum nebo L. rhamnosus.

8. Kmen podle naroku 6 nebo 7. kde kmen Luctobacillus paracasei subsp. parabasei je piito-
men v mnoistvi mezi | milionem az 10 000 miliony zivych bakterii na gram kombinovancho
vyrobku.

9.  Vyrobek obsahujici kmen Lactobacillus paracasei subsp. paracasei podle kteréhokoli z
narokli 1 az 5, vyznadujici se tim. Ze vyrobek sestavd 7z mlééného vyrobku, fermento-
van¢ho mlééného vyrobku, zeleninavého nebo ovoeného napoje nebo prasku pro pripravu kase,
kde vsechny obsahuji kmen Lactobacillus paracasei subsp, paracasei v mnozstvi 5x107 az 5x10”.
obvykle 1x10° az 10” zivych bakierii na gram vyrobku, coZ odpovida 0.0005 az 0.5 % vztazeno
na vyrobek:

nebo koncentrovaného prirodniho [é¢iva, kde kmen Lactobacillus paracusei subsp. paracasei je
obsazen v mnozstvi 1000 az 100 000 miliond Zivych bakterii na gram vyrobku, coz odpovida
0,001 az 100 % vztazeno na vyrobek.

10. Vyrobek podle naroku 9, obsahujici stanoveny pocet bakterii. vyznacujici se tim,

7e v piipadé potravinovvch vyrobki dale obsahuje maly podil, napt. 0,001 az 0.1 % vztazeno na
potravinovy vyrobek. kvasniéného cxtraktu nebo jiné latky, ktera pfispiva k ristu nebo prezivani
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Lactobucillus paracasei subsp. paracasei ve vyrobku a v pripadé prirodnich léciv obsahuje latky
dirlezité pro pieZiti bakterii anebo zbytky kultivacniho substratu.

11. Vyrobek podle naroku 9 nebo 10, vyznadujici se tim, Ze kmen Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei je poskytovan jako koncentrat ve zmrzlém nebo lyofilizovaném stavu
pro piimou spotfebu a to pfimichdnim k mlénému vyrobku. fermentovanému milétnému
vyrobku. zeleninovému nebo ovoenému napoji, k prasku pro pfipravu kase nebo do koncentrova-
ného prirodniho 1ééiva.

12. Vyrobek obsahujici kmen Lactobucillus paracasei subsp. paracasei podle kteréhokoli
narokil | az 3, pro pouziti jako potravinového vyrobku a/nebo ptirodniho léku pro zmiméni ato-
pickyeh problémid u déti. pro opravu zménéné mikroflory u starsich lidi. ktera je zpusobena nor-
malnimi zménami vlivem véku nebo zménénym vylucovanim kyseliny chlorovodikove, a pro
normalizaci stievai 116ry u lidi vieobeeng, piidemz se obsah klostridiovych bakterii snizuje. pocet
hifidobakterii se zvySuje a vysoké poéty koliformnich bakierii se snizuji.

Konec dokumentu
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