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ABSTRAKT

Cilem prace je kultivace probiotickych bakterii L. acidophilus, B. breve a B. longum tak, aby
kultura vytvarela shluky bun€k nebo souvisly biofilm na rdznych typech volnych nosica.
Tvorba biofilmu L. acidophilus na oxidu kfemicitém byla nasledné studovana z hlediska vyssi
odolnost vuci nizkému pH a koncentraci zluCovych soli v zazivacim traktu. Zatimco pocet
zivych bunek u planktonické formy pii pH 1 klesl o 30 %, zivota schopnost biofilmovych
bunék se udrzela za stejnych podminek na 90 %. V piipadé plsobeni zluci byla také

sledovéna protektivni ochrana biofilmu pted Skodlivym prostfedim zlu¢ovych soli.

Déle byly studovany moznosti suSeni tekutych biofilmovych kultur komer¢né uzivanymi
technologiemi ve farmaceutickém pramyslu. Srovnani lyofilizace a fluidniho suseni ukazalo,
ze lyofilizace je v zavislosti na vybé&ru vhodného kryoprotektivniho média vhodné&jsi susici
technikou zachovévajici nejvyssi pocty zivotaschopnych bunék a ve srovnani s fluidnim

suSenim byla ziskana o pfiblizn€ 90 % vyssi zivotaschopnost probiotickych bunék.

Zavérem bylo studovano velkoobjemové zpracovani probiotickych kment do pevné 1ékové
formy. Tablety je vhodné vyrabét pfi pevnosti 70 - 90 N, pficemz vodni aktivita tabletoviny
muize byt udrzovana pod 0,3. Nasledné musi byt zajist€éno suSeni tablet v hermeticky
uzavieném prostoru s minimalné 10 % silikagelu, pak tablety i po 6 mési¢nim skladovani
obsahuji (5,4 £ 0,7)-10° Zivotaschopnych bun&k. Technologie vyroby kapsli nema vyrazny
vliv na pocty zivych bunék béhem vyroby. Pro nésledné primarni baleni byla vybrana
triplexova blistrovaci folie, ktera ma nizké hodnoty propustnosti vodni pary (0,07 g H,O /
(m? x den)) a kysliku (0,01 cm®/m* x den). Blistrovaci folie b&7né uzivané ve farmaceutickém

prumyslu nejsou pro skladovani probiotik vhodné.

ABSTRACT

The aim of present work is cultivation of probiotic bacteria L. acidophilus, B. breve and
B. longum in such a way that the culture forms cells clusters or comprehensive biofilm on the
variety of free carriers. Biofilm formation of L. acidophilus on the silica from point of view
bile and acid tolerance in gastrointestinal tract was studied. While the number of living cells
in planktonic form (planktonic form) at pH 1 fell by 30 %, the viability of the biofilm cells
was maintained to 90 % under the same environmental conditions. The biofilm culture

showed also the protection against environment contained bile.



Furthermore, the possibilities of drying procedures of biofilm cultures used as commercial
technologies in pharmaceutical industry were studied. The comparison of freeze-drying and
fluidization bed drying showed, that freeze-drying is more suitable method, which is able to
achieve higher amount of viable cells after drying than fluidization bed drying. The effectivity
of freeze-drying method is dependent on the selection of suitable cryprotective medium. In
this case, about 90 % higher viability after freeze drying was achieved in comparison with

fluidization bed drying.

Finally, the industrial processing of probiotic strains into the solid dosage form was studied.
Tablets should be produced at hardness between 70 and 90 N and water activity of tablet
mixture can be maintained below 0.3. Consequently, the drying step of the tablets in a
hermetically closed space with at least 10 % of silica gel must be ensured. Thereafter, the
tablets contain (5.4 £ 0.7)-10° viable cells after 6 months of drying process. Capsule
production technology has no significant effect on the cell‘s viability during production. The
triplex blistering foil for primary blistering of probiotic capsules was chosen. The triplex foil,
which has low values of water vapour transition rate (0.07 g H,O / (m* % day) and oxygen
transition rate (0.01 cm’/m?* x day), was chosen. Other studied blistering foils commonly used
in the pharmaceutical industry are not suitable for long storage of solid dosage forms

contained probiotics.

KLICOVA SLOVA

Probiotika, biofilm, nosi¢, tolerance ke kyselému prostredi, tolerance ke zluCovym solim,

Lactobacillus, Bifidobacterium, vodni aktivita, pevna lékova forma, stabilita pii skladovani
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2 UVOD

Uzivani probiotickych pfipravkl je Siroce rozsifeny fenomén v populaci. Probiotika jsou
doporucovana lékari nejen v dobé nemoci Ci pii uzivani antibiotickych pfipravku, ale i jako
preventivni 1écba. Lékarny nabizi nespocetnou fadu probiotickych piipravkil v riznych
pevnych lékovych formach, v riznych balenich, od riznych vyrobct, s raznych poctém

probiotickych bunék, ale bohuzel i s riznou kvalitou.

Ackoliv jsou probiotické piipravky fazeny do kategorie doplikl stravy a Evropska spole¢nost
EFSA neschvalila zdravotni tvrzeni na probiotické piipravky pro nedostatek védeckych
prukazd, v populaci jsou probiotika velice dobie znama a Siroce uzivana. Bézny uzivatel ale
Casto bohuzel nepozna kvalitu zakoupeného pfipravku, kterd je pro terapeuticky efekt

klicovym faktorem.

Pravé tento klicovy faktor byl hlavnim impulsem pro spusténi vyvoje probiotickych
pripravku, které po celou dobu exspirace vyhovuji parametrim deklarovanym vyrobcem na
obalu vyrobku. Proto nalsedna prace je zameéfena na sledovani hlavnich paramtert
ovlivilyjyicihc skladovani — vodni aktivita a teplota skladovani, a dale pak primérni baleni
pevnych lékovych forem, které musi zajistit udrZzeni zvoleych parametri po celou dobu

skladovani.

Probiotické pfipravky ale nejsou ovliviiovany pouze technologickym nakladanim a
skladovani. Dalsi zasah do jejich zivotaschopnosti pfichazi s jejich prichodem skrz zaZivaci
trakt uzivatele. Nizké pH zaludku a vliv zlu€ovych kyselin v tenkém stfevé vyznamné snizuji
zivotaschopnost probiotik. Proto zapocala prace na vyvoji inovativnich ptipravk s obsahem
biofilmovych probiotik. V ramci tohoto studia byly piejaty poznatky a znalosti chovani
patogennich a komenzalnich mikroorganismti. Tyto organismy vytvaii biofilm, ktery chrani

mikroorganismy v ném inkorporované pted nepiiznivymi podminkami zivotniho prosttedi.

Kombinace zvySeni odolnosti probiotik pii jejich kultivaci v biofilmu a zajisténi skladovacich
podminek pro udrzeni vysokého poctu zivotaschopnych bunek vede k vyvoji specifického

doplnku stravy a uzivatelim tak pfinasi jistou miru terapeutického efektu.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Probiotické mikroorganismy zazivaciho traktu

Probiotikum je odvozeno z latinského a feckého slova pro (= ptiznivy) a feckého slova bios
(= zivot). Prvni koncept probiotik v podobé popisu a pfisouzeni zdravotniho benefitu u
bulharskych pastevei byl zapsan jiz vroce 1907 ruskym drzitelem Nobelovy ceny
Mecnikovem (1, 2). Ale az Lilly a Stillwell v roce 1965 poprvé pouzili pojem probiotikum
pro popis substanci produkovanych mikroorganismem pro stimulaci rastu hostitelského
organismu (3). Poté si az v roce 2001 uvédomila Svétova zdravotnicka organizace (WHO)
absenci jakékoliv regulace a na svém kongresu v argentinské Cordobé uvedla definici
probiotika. Probiotikum je tedy zivy organismus, ktery, je-li dodavan v dostateCnych

mnozstvich, ma blahodarné ucinky na organismus piijemce (4).

Probiotika se vyskytuji zejména v zazivacim traktu savcd. Pfi narozeni jedince je jeho
gastrointestinalni trakt (GIT) sterilni. Osidleni GIT zafina az pifi porodu (pfenos
mikroorganismi béhem porodu z vaginy, kone¢niku, okolniho prostredi a naslednym kojenim
jedince). B&hem Zivota jedince jeho gastrointestinalni trakt obyva 10" az 10"
mikroorganismi patficich do skupiny az 1000 riznych druht (5-8). Nejvice zastoupené
bakterie u dospé€lého jedince jsou nesporulujici anaerobni bakterie patfici zejména do tfid:
Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Eubacterium spp., Clostridium spp., Lactobacillus
spp., Fusobacterium spp. a ruzné grampozitivni koky (5, 7). Slozeni mikrobialni flory se
beéhem zivota jedince pfirozené méni. Zmeénu slozeni zptsobuji i onemocnéni nebo civilizacni
choroby. Studie (9) napfiklad odhalila, ze déti trpici alergiemi maji jiné slozeni stievni
mikroflory oproti zdravym détem. Déti trpici alergiemi maji vys§i koncentraci klostridii a

nizsi koncentraci bifidobakterii (9).

Tato mikrobialni fléra vykazuje biologickou aktivitu, kterou lze delit do dvou velkych
kategorii: (1) prospé€$na nebo (ii) potencidlné patogenni (10). Rody Bifidobacterium a
Lactobacillus jsou obecné fazeny do kategorie prospé€Snych mikroorganismu vykazujicich
zejména imunostimulacni effekt (8, 11-14), zvySuji obranou funkci sliznice pfi pfijmu
patogent (15), zlepSuji zazivani a absorpci (3, 8), syntetizuji metabolity nezbytné pro jedince
- vitaminy (8, 14), redukuji hladinu cholesterolu (8, 16), snizuji tvorbu plynu (1, 5), pusobi
jako prevence proti rakoviné (17) a vzniku alergii (9) a zejména inhibuji rust potencialné
patogennich mikroorganismu (3, 8, 14). Mechanismus inhibice riistu patogentl je zabezpecen

(1) modifikaci podminek prostfedi, (ii) soutézivosti o mikronutrienty a adhezni mista, (iii)
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produkci antimikrobialnich metaboliti a (iv) modulaci imunitni a neimunitni obranné
odpovédi hostitelského organismu. Soucasti obrannych mechanismu je produkce bioaktivnich
latek zahrnujicich frakce bunécné stény, povrchové proteiny, nukleové kyseliny, organické a

kratkotetézcové mastné kyseliny, antimikrobialni proteiny a dalsi latky (18, 19).

Mezi dalsi schopnosti bakterii mlécného kvaseni, jez byly publikovany pouze na zaklad¢ in
vitro testl, se fadi vaznost a odstrarfiovani cytotoxind, t€zkych kovii a mykotoxind z vodnych
roztokt. Tato vlastnost je zavisla na kmenu a druhu probiotické bakterie (20). Ackoliv
mikrobialni kolonizace gastrointestinalniho traktu neni esencialni pro zivot, je nezbytna pro

zdravy rust a vyvoj jedince (5).

Mikrobialni flora zdravého jedince se postupné méni od dutiny ustni do Utrob zazivaciho
traktu. Zatimco v dutiné ustni prevazuji aerobni nad anaerobnimi mikroorganismy, pfi
postupu travicim traktem se tento pomeér obraci. Anaeroby a aeroby ziji ve vzajemné
symbidze, zatimco aeroby spotifebovavaji pfitomny kyslik pfi oxidacni fosforylaci (zejména
Escherichia coli), anaeroby s vyhodou vyuzivaji bezkyslikové prostfedi pro svij rast, protoze
jejich buika neni zatizena neodbouratelnymi kyslikovymi radikaly diky nepfitomnosti

enzymu katalazy a superoxiddismutazy, aj (21, 22).

Stievni mikroflora hraje vyznamnou roli v traveni nutrientd a zisku energie z piijimané
potravy. Napftiklad bakterie tlustého stieva produkuji enzymy, které napomahaji pfi Stépeni
komplexnich molekul (rostlinné polysacharidy). Fermentace vyzivovych komponent, které
nejsou Sté€peny a absorbovany v tenkém stfeveé, a endogennich produktd (mucin) vedou
k produkci organickych kyselin, vétvenych mastnych kyselin, vodiku, oxidu uhli¢itého, amint
a nékolika dalSich produkta (21, 22). Tyto produkty ovliviiuji prostiedi zazivaciho traktu a
zdravi hostujiciho organismu, pusobi jako zdroj energie, regulatory genové exprese a bunécné
diferenciace a protizanétlivé markery. Interakce hostitele a mikroorganismu je tedy esencialni
pro resistenci vici patogennim mikroorganismim, vyvoj stfevni mikroflory a epitelialni
homeostazu (21). Zajimavosti je fermentace, pii niz vznikaji kratkotetézcové mastné kyseliny,
které jsou zdrojem energie pro enterocyty. Nékteré soucasné experimenty ukazuji, ze tato

fermentace ja tak vykonna, ze miize dochazet k akumulaci tukd a nasledné obezité (23).
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3.1.1 Rod Bifidobacterium

3.1.1.1 Popis a fyziologie

Prvni bifidobakterie byly izolovany jiz kolem roku 1900 francouzskym mikrobiologem
Tissierem z détské stolice. Izolovany kmen byl pojmenovan jako Bacillus bifidus (6). V roce
1924 navrhl mikrobiolog Orla-Jensen oznaCeni pro tento kmen Bifidobacterium, ktery byl

v roce 1958 vyclenén jako genus Bifidobacterium (24).

Bifidobakterie se fadi mezi gram-pozitivni, anaerobni, nepohyblivé a nesporulujici tyCinky
obvykle ve tvaru pismene ,,Y* nebo ,,V* vyskytujici se samostatné, v fetézcich nebo shlucich
(7). Morfologicka struktura Bifidobacterium infantis je znazornéna na obrazku (Obrazek 1).
Bifidobakterie se fadi mezi striktni anaeroby (25, 26), ackoliv ne¢které kmeny jsou tolerantni
ke kysliku za souCasné pfitomnosti oxidu uhlicitého (8). Jako zdroj uhliky vyuZzivaji

organickeé latky a pocitaji se tak mezi heterotrofni organismy (27).

AccV Spot Magn Det WO F——— 2um
O OKV 20 #00x SE 80

Obrazek 1: Bunécnd morfologie B. infantis (skenovaci elektronovy mikroskop) (27)

Specifickym a rovnéz i tfidicim znakem bifidobakterii je jejich heterofermentativni
metabolismus (6, 28). Genom bifidobakterii neobsahuje geny pro enzymy zapojené do
glykolyzy (aldolazu a glukosa-6-fosfat oxidoreduktazu), glukoneogenezi a hexosofosfatovou

drahu (29, 30), ale produkuje enzym fruktosa-6-fosfat fosfoketolazu (E.C. 4.1.2.22). Tento
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enzym je esencialni a zodpovédny za pfeménu glukosy na acetat a L-laktat (31). Vedle
hlavnich produktd vznikaji i dalsi vedlejsi produkty substratové fosforylace, jako je formiat

nebo ethanol (32).

Dle teoretického piepoctu vytézku drahy vznikne z 1 molu glukosy 1,5 molu acetatu, 1 mol
L-laktatu a 2,5 molu ATP (30). Teoreticky pomér je ale zavisly na (i) produkénim kmenu
(33), (ii) fazi bunétného rustu kultury, (iii) slozeni kultiva¢niho média (29) a (iv) na
specifické rychlosti utilizace substratu neboli na dostupném zdroji uhliku. Tedy v ptipadé
navySovani rychlosti fermentace (kultivace napt. na glukose) produktem metabolismu je vyssi
podil kyseliny mlécné, ale sniZzuje se mnozstvi acetatu, formiatu a ethanolu. V pfipad€ rustu
kultury na fruktooligosacharidech dochazi ke zpomaleni rychlosti utilizace substratu, vznika

zejména ethanol a burika ziskava energii reoxidaci NADH na NAD (32).

Sacharolytické enzymy bifidobakterii jsou schopné utilizovat zejména glukosu, galaktosu,
xylulosu a fruktosu (34), ale fermentuji i celou fadu komplexnich sacharidi s riznym

stupném polymerace, jako jsou napfiklad fruktooligosacharidy nebo xylooligosacharidy (35).

Bifidobakterie jsou schopny syntetizovat ,,de novo* celou tfadu biologicky vyznamnych latek
— vitaminy skupiny B (kyselinu listovou, niacin, thiamin, riboflavin, pyridoxin, biotin nebo

kobalamin a vitamin K (36-38), nizkokalorické cukry nebo exopolysacharidy (39).

3.1.1.2 Antimikrobialni aktivita bifidobakterii

Jak uz bylo zminéno, probiotické pripravky dokazi inhibovat rust potencialné patogennich
mikroorganisma. Hlavnim mechanismem, ktery vyuzivaji obecné bakterie mlécného kvaseni,
je produkce organickych kyselin. Pritomnost téchto kyselin zptsobi pokles pH okolniho
prostredi, které ma bakteriocidni ucinky vici G+ i G- bakterii i patogentim (40, 41). Naproti

tomu jsou samotna probiotika schopna prezivat 1 pii pH 3,5 (6).

Dal§im mechanismem antimikrobialni aktivity je schopnost bifidobakterii pfeméfiovat na
povrchu bunéfné stény trojmocné zelezo na jeho dvojmocny kationt, ktery je ihned
transportovan pomoci bivalentni permedzy do buiiky. Obecné je dvojmocna forma zeleza
nezbytna pro rust a proliferaci bun€k. VysSe popsany systém tedy zvyhodfiuje praveé

bifidobakterie v prostfedi s nizkym obsahem dvojmocného zeleza (34).

Tretim a nemén€ vyznamnym bakteriocidnim mechanismem je produkce bakteriocind. Jedna
se o ribozomalni syntetizované polypeptidy (38, 42, 43) majici obecné inhibicni vlastnosti

vuci G+ i G- bakteriim. Mechanismus ucinku bakteriocinu bifidocinu B je veden pies vazbu
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na lipoteichoovou kyselinu bunééné stény G+ bakterii pomoci specifickych nebo letalnich
receptord. Navazanim polypeptidového fetézce nasledné zapoCne produkce molekul

vedoucich k bunécné smrti, v nékterych pfipadech spojené s lyzou bunky (42, 44, 45).

Bakteriociny jsou obecné deleny do dvou tfid: (i) peptidy podléhajici posttranslacni
modifikaci, kde patii zejména lanthibiotika (nisin produkovany B. longum DJO10A) (46) a
(i1) nemodifikované peptidy, mezi né€z patii napf. bifidocin B produkovany B. bifidum NCFB
1454 (46, 47).

3.1.2 Rod Lactobacillus

3.1.2.1 Popis a fyziologie

Laktobacily jsou ubikvitarni organismy rozsifené zejména v prostfedi bohatém na sacharidy,
nejvice pak ve fermentovanych potravinach a sliznicich gastrointestinalniho traktu ¢lovéka a

zvirat (15).

Psychrofilni, nesporulujici, nepohyblivé ty¢inky jsou na svych koncich zaoblené. Ve volném
prostfedi vegetuji samostatn€, v parech nebo v kratkych fetizcich (48). Patii mezi Gram-
pozitivni bakterie. Radi se mezi chemoorganotrofni organismy, které vyzaduji sloZita riistova
média. Jejich pomér obsahu guaninu a cytosinu v genomu odpovida rozmezi od 32 do 51
procent mol (49). Ackoliv vétSina druhil je aerotolerantnich, optimalni rast je docilen za
anaerobnich ¢i mikroaerofilnich podminek a zvySujici se koncentrace oxidu uhli¢itého

stimulyje rast (5%) (50). Laktobacily neobsahuji enzym katalazu (51).

Na zakladé majoritnich produkti fermentace sacharidi se déli na homofermentativni a
heterofermentativni  producenty. Zatimco homofermentativni kmeny produkuji ze
sacharidickych zdroji z90 % kyselinu mlécnou a neprodukuji plyny, heterofermentativni
kmeny pfeméniuji cukr (glukosu) za soucasné produkce energie na kyselinu mlécnou, kyselinu

octovou a oxid uhliity (19).

Homofermentativni metabolismus vyuziva pyruvat, ktery je vysledkem Embden-Meyerhoft-
Parnasova schématu (glykolyza). Vznikly pyruvat je redukovan laktatdehydrogendzou za

vzniku kyseliny mlécné a soucasné regenerace NAD+ (52).

Heterofermentativni kvaSeni je zalozeno na pentosovém katabolismu. Pentosa je
transportovana pres membranu nebo vznika dekarboxylaci hexosy intracelularné. Nejdiive je
pentosa pifeménéna na xylulosa-5-fosfat, ktery je nasledné Stépen fosfoketolazou na

glyceraldehyd-3-fosfat a dvouuhlikatou slouceninu. Ty jsou pak dale konvertovany na
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glyceraldehyd, kyselinu octovou a ethanol. Ackoliv pentosovym cyklem ziskéa burika pouze 1
molekulu ATP, vyhoda vézi v tom, ze takto je burika schopna zpracovat i pentosy (52).
V pfitomnosti kysliku nebo dalSich oxidacnich latek roste podil kyseliny octové na ukor
kyseliny mlécné a ethanolu, coz potvrzuje fakt, ze vlivy prostfedi vysoce ovliviuji slozeni
koncovych produkti metabolismu (22). Nekteré homofermentativni kmeny (L. viridescens,

L. curvatus) produkuji peroxid vodiku, ktery zptisobuje oxidaci pfirodnich barviv (51).

Nekteré kmeny Lactobacillus sp. (L. plantarum) se tadi mezi fakultativné heterotrofni
producenty. Jejich preference typu metabolismu zavisi na zdroji uhliku v prostredi. Jsou-li
sacharidickym zdrojem hexosy, buiilka vyuziva homofermentativni kvaseni. V pfipadé pentos
prechézi burika na heterofermentativni metabolismus. Pfi nizké koncentraci hexos v prostiedi
nevznikd dostatecné mnozstvi fruktosa-1,6-bisfosfatu, buiika neni schopna aktivovat

laktatdehydrogendzu, proto dojde k prestupu na heterofermentativni metabolismus (52).

Laktobacily jsou schopny ve svém metabolismu zpracovavat celou Skalu sacharidu.
Nejvyznamnéj§im je disacharid laktosa, ktery je nejprve Stépen na monosacharidy. Glukosa je
aktivovana a vstupuje do glykolyzy nebo pentosového cyklu a galaktosa-6-fosfat je
odboravan tagatosovou drahou. U nékterych laktobacillt (L. acidophillus, L. delbrueckii) je
galaktosa vyluCovana do média bez fermentace ihned po Stépeni laktosy na glukosu a
galaktosu. L. reuteri a L. fermentum vyuzivaji jako zdroj uhliku maltosu. Ta je po aktivaci
fosforolyticky §tépena na glukosa-1-fosfat, ktery je mutdzou pfeménén na glukosa-6-fosfat
vstupyjici do pentosového cyklu, a na glukosu, ktera je vyloucena do okoli. Testy ale nadale
prokazaly, ze u nékterych kmeni muize dochazet k indukci kinazy a nasledného zapojeni
molekuly glukosy zpét do metabolismu. Ne&které kmeny (L. sanfranciscensis a L. pontis) jsou
schopné vyuzivat 1 fruktosu. Pokud je ale v médiu dostupné&jsi sacharid, je fruktosa
v nepiitomnosti kysliku uzivana prednostné jako akceptor elektroni za soucasného vzniku

manitolu. Podobné vznika i1 glycerol nebo erythritol (50, 53).

Laktobacily nejlépe rostou pii pocateCnim pH 6,4 — 5,4. Rust je pak pomalu zastaven pii pH
3,6 — 4,0 v zavislosti na druhu. Samoziejmé existuji 1 vyjimky. L. suebisus, L. casei i L.
plantarum jsou schopné rustu i pii pH 2,8. Nekteré kmeny jsou pak schopné prezit i pii pH
10,0 (50). Pro rust laktobacilii je vyzadovana vodni aktivita nad 0,92 (51). Nejvyhodnéjsi
teplotou pro rust je rozmezi mezi 30 az 40°C, ackoliv nékteré kmeny jsou schopny riist pfi

15°C nebo i pti 5°C. Termofilni kmeny jsou pak schopné rust pii 55°C (50).
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Laktobacily vykazuji velkou diversitu ve slozeni bunéného povrchu a je o nich obecné
znamo, ze jsou schopny meénit vlastnosti povrchu buriky jako reakci na zménu prostiedi.
Bunécna sténa probiotickych bakterii se obecné sklada z lipidické dvojvrstvy. Tato bunécna
sténa je kryta mnohovrstevnym peptidoglykanem, na néjz je navazana kyselina teichoova,
kyselina lipoteichoova (pfispiva k aniontovému charakteru buiky), exopolysacharidy,
proteinazové filamenty zvané pilli a proteiny zakotvené v bunécné sténé. Neékteré druhy
laktobacilli vykazuji schopnost tvorby parakrystalické struktury obklopujici peptidoglykan.

Tato vrstva je oznaCovana jako S-vrstva (54).

3.1.2.2 Antimikrobiadlni aktivita laktobacili

Nejvyznamnéj$im a primarnim efektem laktobacili na patogenni organismy je produkce
organickych kyselin za soucasného snizeni pH. Tato redukce pH je dale podpofena tvorbou
mnoha latek, které jsou produkovany v zavislosti na okolnim prostiedi a genetické vybave
bunky. Jako pfiklad slouzi produkce reuterin-(3-hydroxypropanolu), ktery je produkovan
nékolika zastupci laktobacilt (L. reuteri, L. brevis) a inhibuje thiolové enzymy, prvoky,
houby a bakterie. Kyselina pyroglutamova je produkovana napftiklad L. casei a pisobi proti
Bacillus subtilis a Pseudomonas sp. Mezi dalsi slouceniny patii produkce kyseliny benzoové,
methylhydantoinu, mevalonolaktonu, kyseliny fenylmlééné nebo derivati teramové kyseliny

(reutericyklin) (50).

Stejné¢ jako bifidobakterie, tak 1 laktobacily produkuji bakteriociny, proteiny majici
bakteriocidni a bakteriostatické vlastnosti. Bakteriociny se v podrobnéjsim pojeti déli do Ctyt
skupin: (i) Lanthibiotika, mezi néz patfi macedocin produkovany Streptococcus macadonicus
(55), (i1) malé, teplotné stabilni membranove aktivni nemodifikované peptidy, které zastupuji
producenti L. salivarius (56) a L. plantarum (57-59), (ii1) velké teplotné labilni proteiny a (iv)
komplexni proteiny obsahujici lipidovou nebo sacharidickou slozku ¢i cyklické proteiny, kde
se tadi napfiklad acidocin B produkovany L. acidophilus (50, 55). Laktobacily jsou jedny
z nejveétSich producentd bakteriocind, ale bakteriocidni ucinky vyvolavaji pouze u Gram-

pozitivnich bakterii (56).

3.2 Probiotika a jejich interakce s GIT

Probiotika obsazena v dopliicich stravy, ve funkénich potravinach nebo mléénych vyrobcich
nemaji pro dosazeni mista urCeni (stfevo hostitele) potfebnou aktivitu. Pro ziskani jejich
aktivity a plnéni funkce probiotika je nutna jejich adheze na sliznici stfeva. Teprve pfilnutim
buiky na epitel jsou spustény procesy kolonizace, simulace imunitniho systému a
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antagonistické aktivity proti patogennim mikroorganismim (60). Adheze buriky na epitel
zajistuje jeji dostateCné setrvani v misté urceni nezbytné pro jeji aktivitu a pozitivni vliv na

hostitele (61).

Gastrointestinalni trakt je osidlen celou fadou bakterii, jejichz mikrobialni aktivita mize byt
prospésna nebo nikoliv (60). V obou pfipadech je ale klicem ke spusténi jejich aktivity a
dosazeni vysledného efektu na organismus hostitele adheze mikroorganisma na epitelialni

bunky stfeva a vzajemna agregace mezi nimi (60, 62).

3.2.1 Adheze mikrobialnich bunék na sliznici stirev

Adheze neboli pfilnavost buiikky k povrchu je slozitym mechanismem, ktery byl a je
v soucasné dob¢ intenzivné studovan (63-67). In vivo jsou epitelialni buriky intestinalniho
traktu pokryty vrstvou hlenu. Hlen je z biochemického hlediska komplexni médium bohaté na
glykoproteiny (mucin), antimikrobialni peptidy imunoglobuliny a spoustu dalSich proteind,
lipida a elektrolyti. V tlustém stfevé je hlen organizovan do dvou vrstev: (i) vnéjsi vrstva je
volngj$i a je osidlena stfevni mikroflorou a (ii) vnitini vrstva, ktera je tizce spojena se sliznici

tlustého streva a tuto sliznici chrani (68).

Muciny, glykoproteiny majoritné zastoupené v hlenu, jsou bohaté na zbytky serinu a
threoninu. Tyto aminokyselinové zbytky nabizi moznost tvorby o-glykosidickych vazeb
zejména s N-acetylgalaktosaminem a vytvari tak potfebny zaklad pro vaznost dalSich
oligosacharidovych fetézcu, které mohou byt prodlouzeny dalSimi monosacharidy, zejména
pak N-acethylglukosaminem, galaktosou, fruktosou a ukonceny kyselinou sialovou.
Monosacharidy mohou byt dale modifikovany sulfataci. Vznikla glykanova vrstva tvori az
80% mucinu a obsahuje vazebna mista pro bakterialni buiky stfevni mikroflory, které se
rychle adaptuji na podminky v prostiedi hlenu (69). Hlen tvofi nezbytné prostredi pro udrzeni

intestinalni homeostazy mezi sttevnimi bakteriemi a zdravim hostitele (70).

Nejjednodussi metoda studia adheze na sliznici je zalozena na kultivaci sledovanych bunék na
komerén€ dostupnych buikach sliznice (mukose), které jsou kultivovany na povrchu
mikrotitracnich destiCek (71). LepSim materialem jsou pak pro studium lidské epitelialni
bunécné linie (Caco-2 a HT29-MTX), které 1épe vystihuji in vivo situaci. Caco-2 burky tvori
homogenni a polarizované linie, které se podobaji lidskym zralym enterocytim, jejich
nedostateCna produkce slizu je vSak velkou nevyhodou. Bunécné linie HT29-MTX, které
diferencuji na poharkové buriky se vyznacujici produkci hlenu (mucus). Ve sttevnim epitelu

pak erytrocyty a poharkové buiky predstavuji dva hlavni bunééné fenotypy a tak pro lepsi
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porozumeéni adheze a agregace bun€k je vhodné studovat tyto vlastnosti na kombinovaném in

vitro modelu Caco-2/HT29-MTX bunécnych liniich (61).

Adheze bunék neni ovlivnéna jen moznostmi vazebnych mist sliznice a hlenu, velkou mérou
se na adhezi podili povrch adherované buiky a jeho slozeni (60). Adhesiny jsou zejména
latky proteinové povahy neboli specifické proteiny obsazené na povrchu buriky, které jsou
zodpovédné za adhezi mikrobialni buriky na sliznici stfeva nebo jeji hlen (69). Adhesiny
laktobacill jsou déleny do skupin na proteiny vazici se na hlen, proteiny S-vrstvy, proteiny
zprostifedkovavajici adhezi ke komponentam extracelularni matrix intestinalnich epitelialnich

bunék a neproteinové adhesiny (54).

Nejsilngjsi pozici a nezastupitelnou roli v adhezi buriky maji proteiny vazici se na hlen
produkovany poharkovymi burikami sliznice. V dne$ni dobé je Siroce reportovana schopnost
adherence rodu Lactobacillus na intestinalni sliznici pfes proteiny povrchu buriky, které maji
schopnost vazat se na hlen sliznice ve stfevé (70). Proteiny vazici se na hlen (MUB) jsou
koédovany pro laktobacily specifickymi clustry kodujicimi orthologni proteiny a obsahujicimi
jednu nebo vice opakujicich se Mub jednotek (54). Nejlépe prostudovanym je MUB
izolovany zdruhu L. reuteri. MUB jsou multidoménové proteiny, které maji typické
vlastnosti povrchovych proteini grampozitivnich bakterii — C-terminalni rozpoznavaci motiv
pro kovalentni ukotveni proteinu na peptidoglykan, opakujici se sekvence v délce 183-206
aminokyselin (Mub opakujici se sekvence) a N-terminalni koncovy signalni peptid (72).
Studie nekolika druhti v zastoupeni L. reutheri, L. acidophilus a L. plantarum prokazaly, Ze
MUB proteiny jsou zodpovédné za vaznost na hlen a agregaci bakterialnich bunék (73-75),
soucasné¢ ale vysoka diversita mezi jednotlivymi druhy vede k druhové specifité také
v pfipadé adheze na hlen stfevni sliznice (76). MUB vykazuji 1 vaznost na extracelularni

matrix, kde se specificky vazi na fibrinogen a laminin (77) .

L. reuteri byl dale studovan na piitomnost motivu LPxTG, ktery hraje vyznamnou roli
v adhezi, jak na MUB, tak 1 extracelularni matrix (78). Tento motiv byl studovan u patogenu
Streptococcus aureus a slouzi jako cilové misto pro enzym sortasu. Tento enzym S§tépi
peptidovou vazbu mezi threoninem a glycinem nebo v pfitomnosti volné aminoskupiny na
glycinu katalyzuje transpeptidacni reakce, ¢imz je schopen zabudovavat proteiny do povrchu

bunky (79).

Nekteré laktobacily maji fimbrie (pilli), které byly studovany pro mozné zvySeni adheze. Pilli

jsou multipodjednotkové polymerni proteiny, které byly popsany pouze u L. rhamnosus GG,
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ackoliv byly identifikovany i u jinych laktobacild (80). Fimbrie jsou slozeny z vice
podjednotek, které jsou navzijem kovalentné vazany. Vznikajici isopeptidové vazby jsou
tvoreny mezi threoninem LPXTG motivem a lysinem YPKN pillu na jeho podjednotce. U L.
rhamnosus GG bylo sledovano zvySeni adheze za pfitomnosti fimbrii ke

glykoproteinim hlenu hostujicich bunék se souc¢asnou kolonizaci GIT (81).

Proteiny S-vrstvy jsou specialni skupinou nekovalentné vazanych proteint, které tvofi
ochrannou vrstvu na povrchu urc¢itych kment (82). Tyto proteiny obsahuji jednu nebo vice N-
terminalnich domén, které se vazi na urcité molekuly zabudované do peptidoglykanové vrstvy
buriky (zejména na kyselinu teichoovou, lipoteichoovou nebo neutralni sacharidy). Volné N a
C-terminalni konce proteind S-vrstvy mohou byt zodpovédné za vazbu na bunéfnou sténu
bunky, zejména na fibronektin a laminin (83). Jiny zdroj vSak uvadi, ze proteiny S-vrstvy

nejsou zodpoveédné za vazbu na fibronektin (84).

Adhese rodu Lactobacillus v GIT muze zahrnovat také neproteinové slozky bunécné stény,
jako jsou napfiklad kyselina lipoteichoovd nebo exopolysacharidy (EPS). Kyselina
lipoteichoova ma aniontovy naboj a zajistuje hydrofobicitu, ktera ovliviiuje adhezivitu buriky
(54). Meéteni hydrofobicity povrchu buriky bylo navrzeno jako vhodna metoda pro studium

adheze bunék (85).

Exopolysacharidy jsou latky, které hraji pravdépodobnou roli v ochrané ptfed vysuSenim
bunky, pfed nizkym pH v Zaludku a vlivem ZluCovych soli v dvanactniku, viéi toxickym
latkam, bakteriofagiim nebo osmotickému stresu (86). EPS zifejmé vykazuji antikancerogenni
a imunomodulacni aktivitu, snizuji hladinu cholesterolu a tvoti zaklad pro adhezi na pevny
povrch, soucasné tak tvori biofilm na povrchu stfevniho epitelu (87). EPS mohou pfispivat
k fyzikalné chemickym vlastnostem bunécného povrchu ochranou ostatnich adhesini na
povrchu buriky, které pasobi jako ligandy pro adhezi a agregaci (54). Dale byla studiem EPS
druhu L. acidophilus prokazana castecna adheze jak na Caco-2 buriky, tak 1 na hlen

produkujict HT29-MTX bunécné linie (88).

U druhu L. plantarum byl studovany dva glykoproteiny majici adhezi ke sliznici, jeden z nich
byl nasledné identifikovan jako aminokyselinova sekvence vazajici se na chitin. Buiky
obsahujici tento kratky aminokyselinovy fetézec jsou schopné se vazat na
N-acetylglukosamin obsazeny v prostfedi, at uz je soucasti hub, skeletu Clenovcd nebo
bunééné mukosy (89). Adheze probiotik na epitel mize byt posilena vhodnou kombinaci

probiotickych kmend. Napriklad kombinace druhli L. paracasei a L. plantarum vykazuje

19



vyznamny synergicky efekt pii koadhezi. Na druhou stranu bylo publikovano nékolik kment,
které samy vykazuji vysokou adhezi na epitel, ale v kombinaci s jinymi kmeny dochazi

k inhibici této vlastnosti (62).

3.2.2 Tvorba biofilmu

Bakterialni biofilmy jsou husté agregaty neboli shluky vzajemné interagujicich bunék nebo
bunék interagujicich s povrchem materialu. Tyto bunécné shluky jsou obaleny hydratovanymi
extracelularnimi polymernimi substancemi produkovanymi samotnymi buiikami (90), kde
jsou vysoce zastoupeny EPS, proteiny a DNA. Schopnost biofilmu byla dikladné studovana u
patogennich organismu, které diky tvorbé biofilmu vyvolavaji trvala chronicka onemocnéni.
Tvorba biofilmu pfinas§i vysoce sofistikovany systém signalizace a rozpoznavani vnéjSich
podnéta, ktery s sebou nese celou fadu vyhod. Prikladem je odolnost vici antibiotikim a
imunitnimu systému hostitele, ktera je zapfiinéna tvorbou difuzni bariéry (91). Tato bariéra
neboli biofilm ziskava specialni biofilmovy fenotyp jako disledek zpomaleného metabolismu

a mutace gent (90, 92).

Zakladni podminkou vzniku biofilmu je pfedpoklad vzniku vazeb mezi buiikou a povrchem.
Zatimco adheze na abioticky povrch je organizovana nespecifickymi reakcemi (naboj povrchu
a bunky, hydrofobicita) s extracelularnimi molekulami (93), zivé povrchy jsou adherovany
ptes specifickd vazebna mista (receptory) obsazena na povrsich bakterialnich bunék (94). Na
adhezi buriky k povrchu se muze podilet cela fada fyzikalné chemickych interakci jako
elektrostatické a hydrofobni interakce, sterické branéni, van der Waalsovy sily, teplota nebo

hydrodynamické sily (93).

Vaznost bakterii na povrch je dale ovlivnéna povrchové aktivnimi latkami, které buitka sama
tvori. Tyto latky, tvofené predevS§im u patogennich mikroorganismt, dokazi naptiklad
pozménit smacivost nebo naboj. Ackoliv jejich pfesna funkce neni znama, byla prokazana

jejich ucinnost na oslabeni vzniklého biofilmu (90, 95).

Po prvnim pfichyceni buriky na povrch a vytvoreni vzéjemné vazby prechazi biofilm do faze
rastu trojrozmeérné struktury, vytvari se mikrokolonie a startuje proces zrani. Organizace
bunék do vétSich celki znamena potfebu jednotného fizeni wvznikajici struktury (96).
Vzajemna komunikace bunék je popsana procesem zvanym quorum sensing (97 - 99) Tato
komunikace napomaha buinikam sdilet informace o stavu biofilmu a regulovat genovou

expresi v zavislosti na okolnich podminkéach. Za chemickou komunikaci zahrnujici informace
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o produkci, uvoliiovani, detekci a odpoveédi na vnéjsi faktory v bunécném biofilmu jsou

zodpoveédné malé molekuly na bazi hormont nazyvané téz autoinducery (97-99).

Struktura a tvar biofilmu jsou znané promeénlivé a jsou ovlivnény zastoupenim jednotlivych
mikrobialnich druhti a podminkami okolniho prostiedi (vlastnosti povrchu, dostupnost zivin a
kysliku, pH, osmoticky tlak nebo hydrodynamika prostiedi). Prostfedi s vysokym obsahem
zivin vede k tvorbé silné a relativné homogenni vrstvy biofilmu bez pfitomnosti kanalka,
kdezto v prostfedi chudém na ziviny se tvoii mozaikovd nebo houbova struktura s dobie
vyvinutym systémem kanalki a pory, které slozi ke snadné&jSimu transportu zivin do hlubsich

vrstev biofilmu (93, 100).

Poslednim krokem v Zivoté biofilmu je disperze - proces, ktery mize byt zapficinén jak
samotnou biofilmovou strukturou, tak vnéjSim prostiedim. Hydrodynamicky tok tekutiny
kolem a skrz biofilm miZze zapficinit oddéleni casti biofilmu, ktery souc¢asné miize zacit rist a
vegetovat na jiném misté (93, 95, 96). Maximalni rast biofilmu je omezen dostupnosti Zivin a
procesem odstrafiovani odpadnich latek. Pfi nedostatku Zivin je rist omezen expresi quorum

sensing genu, které jsou zodpoveédné za udrzovani biofilmu v dob€ stradani (93).

Tlusté stfevo je mistem s nejvyssi kolonizaci mikrobidlni florou v GIT. Pro snadnéjsi
pochopeni se udava mikroflora stfeva jako jedna identita, ale opak je pravdou. Ve stieve
existuje cela fada mist s oddélenymi stanovisti a metabolickymi vyklenky, které se vzajemné
1i§i a neustale se meéni v zavislosti na dostupnych zivinach nebo novych dostupnych zdrojich
(94). Mikroskopicka pozorovani prokazala, ze probiotické buiiky mohou v zazivacim traktu
existovat samostatné, ale mnohem castéji jsou shlukovany do mikrokolonii nebo riznorodych
sdruzeni na povrchu cCastic pfitomnych v okoli. Biofilm zazivaciho traktu je multidruhové
spoleCenstvi, jehoz kompozice je pfedurCena a ovlivnéna prostiedim, vyzivovymi faktory,
imunitni odpovédi v misté¢ vzniku biofilmu nebo chemickou kompozici substratd (101).
Studium biofilmu probiotického pfipravku po oralnim podani pak prokéazalo schopnost adheze

az 45% rodu L. rhamnosus GG a 30% B. lactis na intestinalni povrch (102).

3.3 Techniky suSeni probiotickych kmenu

SuSenim se vSeobecné rozumi odstrariovani vlhkosti ztuhého materidlu. V uzS§im slova
smyslu se suSenim rozumi odstrafiovani vlhkosti v proudu susiciho vzduchu pod teplotou varu
vlhkosti. Ridicim d&em je odevzdavani latky mezi tuhou a plynnou fazi difuzi (103).
V soucasné farmaceutické praxi existuje cela fada susicich technik, které jsou vyuzitelné pro

probiotické pripravky, napiiklad fluidni suSeni, lyofilizace, sprejové suSeni nebo vakuové
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suSeni. Sprejové suseni je nejrozsifené]si a nejekonomicté)si technikou suseni, ale u probiotik
vede ke ztrat€¢ viability bun€k diky vlivu vysoké teploty, mechanického namahani,
dehydratace a osmotického tlaku (104). Vysokou viabilitu bun€k je schopnd zajistit
lyofilizace a ackoliv se fadi mezi velmi nakladné techniky (105), je v pramyslu hojné
vyuzivana. Pfiklad poloprovozniho lyofilizatoru je na obrazku (Obrazek 2). Lyofilizace také
chrani morfologii probiotickych enkapsuli (106). Vakuové suSeni je také technikou, kterd je
schopna v kombinaci s protektivnimi latkami zaji§tovat vysokou viabilitu po susSeni (107).
Fluidni suseni je v soucasné dob& nejméné studovanou technikou pro vysouseni bakterialnich
kultur. Pro studium suSeni probiotickych pfipravka byly v predlozené praci vybrany dveé

techniky suSeni — (1) lyofilizace a (ii) fluidni suSeni.

3.3.1 Lyofilizace

Lyofilizace predstavuje Setrné vysouseni latek nebo jejich roztokli ve zmrazeném stavu,
pfiemz je rozpoustédlo odstraiiovano sublimaci za soucasného vakua (103). Po ukonceni
lyofilizace je zachovana, jak struktura produktu, tak i1 bioaktivita suSenych latek bez nutnosti

vystaveni produktu vysokym teplotam, které by zapfticinily degradaci materialu (108).

Proces lyofilizace se sklada ze tii zdkladnich fazi — zamrazovani, primarni faze a sekundarni
faze suSeni. Kazda faze ma v procesu svou nezastupitelnou roli a podili se na vysledném
vzhledu a stabilité lyofilizacniho kolace (103, 108—110). Spusténi lyofiliza¢niho procesu ale
predchazi vybér vhodného kryoprotektivniho €inidla, které zajiStuje odolnost bakterialnich

bunék v jednotlivych stupnich procesu (110).

3.3.1.1 Zamrazovani

Zamrazovani je proces, pii kterém dochdzi k preméné vody na ledové krystaly. V
lyofilizovanych smésich je zmrazeno 65-90 % vody, zbylych 10-35 % je absorbovano na
produkt (111). Teplota, pii niz dojde k zmrazeni lyofilizované smési, je dana teplotou

eutektického bodu stanoveného z fazového diagramu (112).

Béhem mrazeni krystalickych latek dochazi v dvoufazovém systému (voda a krystalicka
latka-stl) k rychlému vykrystalizovani vody, coz ma za nasledek prudky vzrist molarni
koncentrace dané soli ve smési. Koncentrace soli se v této fazi stava zavislou pouze na teploteé
(113). Napiiklad pti zamrazeni isotonického roztoku soli o molarni koncentraci 0,15 mol/dm’

dojde snizenim teploty pod -10°C k vzriistu koncentrace soli na 3 mol/dm® (112). Tato
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koncentrace a nedetekovatelné pH ma fatalni nasledky na viabilitu mikroorganismu a dalsi

bioaktivni latky (114).

Nezadouci krystalizace je v praxi odbourana piidavkem excipientd, které snadno nepodléhaji
krystalizaci a fadi se mezi n€ zejména sacharidy. Sacharidy pfi zamrazeni inhibuji krystalizaci
soli (114). Pf1 snizovani teploty dochazi k supersaturaci a strmeé roste viskozita smési, dokud
nedojde k ukoncCeni rustu krystald ledu. Vysledkem jsou krystaly ledu obklopené vysoce
viskoznim roztokem a smés prochéazi tzv. skelnym prechodem, ktery je charakterizovan
teplotou skelného ptechodu (113). Roztok ma v tomto bodé strukturu amorfnich pevnych

latek (115).

Nukleace neboli tvorba a rist krystald zavisi na nekolika parametrech, zejména pak na slozeni
lyofilizované smeési a povrchovych vlastnostech lyofilizacniho tacu (116). Zajisténi
stejnomérné nukleace je zajiSténo drzenim teploty nékolik malo stupna nad teplotou nukleace

po dobu alespon jedné hodiny (110).

Obrazek 2: Poloprovozni lyofilizator oviddany pocitacem (zdroj: Fotoarchiv FAVEA a.s.)
Béhem procesu zamrazeni je vlozen krok zihani (,,annealing™) neboli termalni oSetfeni, ktery
ma za cil usnadnéni krystalizace plnidel formulacnich smési (117, 118) (nejcastéji u glycerolu

nebo manitolu (119)), navySeni objemu krystal(, tvorbu stejnomérnych krystali a jejich
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vzajemnou provazanost (120). Velké ledové krystaly a jejich provazani snizuje rezistenci

produktu k toku vodni pary pii sublimaci béhem primarni faze (121, 122).

Zihani spo&iva v navyseni teploty na hodnotu mezi teplotou skelného prechodu amorfni faze a
teplotou eutektického bodu plnidla, a jeji udrzeni po urcitou dobu. Doba zihani pak zavisi na
pomeéru a vlastnostech pouzitého plnidla (120). V ptipadé manitolu o obsahu vice jak 80%
byla teplota zihani stanovena na -20 az -25°C pii délce 2 hodiny (123). Roztoky s nizsim

hmotnostnim podilem krystalizuji mnohem pomaleji (120).

3.3.1.2 Primarni faze

Primarni faze suSeni pfedstavuje sublimaci ledu ze zmrazeného produktu za soucasného
vyuziti vakua (103). Hnacti silou procesu je rozdil tenzi vodnich par v sublimacnim rozhrani a
nad kondenzatorem (124, 125). Tyto tenze par zavisi na teplotach, které jsou hnacim motorem

sublimace (103, 126, 127).

Pro uspésné provedeni lyofilizace je nutné zajistit dodavani energie do systému, ktera je
spotfebovavana na skupenskou pfeménu (sublimaci). Tato dodavka energie je vedena
udrzovanim stalé teploty polic (128, 129). Rychlost sublimace ledu je urena vzajemnym

propojenim proménnych: (1) tlak v komore, (ii) teplota polic a (iii) teplota produktu (129).

Nejefektivnéjsi proces primarni faze lyofilizace je veden za co mozna nejvyssi teploty polic a
co nejniz§iho tlaku, v praxi ale tato cesta neni vyhodna, protoze vakuum zpusobuje
nehomogenni prestup tepla a tlak v komote béhem lyofilizace se tedy pohybuje v rozmezi od
50 do 100 Pa (103, 110). Teplota produktu ma dosahnout maximalni vyse, ale nesmi béhem
sublimace prekrocit teplotu eutektického bodu v pfipadé krystalickych latek (130) a teplotu
skelného prechodu v ptfipadée lyofilizace latek amorfnich (125). Prekroceni téchto hranic ma
za nasledek tani struktury s néaslednym zborcenim lyofiliza¢niho kolace (131). Poslednim
vysoce proménlivym parametrem je teplota polic (132), ktera je ale stanovovana na zakladé

experimentu. Dosahuje vysSich hodnot nez teplota produktu (131).

Délka primarni faze je dana tfemi faktory: (i) rychlosti sublimace ledu, (ii) charakteristikou a
slozenim lyofilizované smési a (iii) objemem lyofilizované smési. Konec primarni faze pak
muze byt stanoven matematickym vypoctem z rovnice piestupu hmoty a energie nebo v praxi
pozivanym sledovani okamziku strmého narastu teploty produktu v procesu lyofilizace (133)

nebo poklesem teploty kondenzoru (134).
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3.3.1.3 Sekundarni faze

Po ukonCeni primarni faze obsahuje produkt stale kolem 5-20 % vody v zavislosti na
formulaci v nezmrznuté formé. Tato voda je absorbovana na povrchu, ve formé hydrati nebo
rozpus§téna v amorfni hmoté (103, 135). Napiiklad v pfipadé pfitomnosti manitolu, ktery
krystalizuje ve formé manitol-H,O obsahuje produkt ve formé€ hydratu manitolu s 9
hmotnostnimi % vody (136). Béhem sekundarni faze dochédzi ke snizeni obsahu vody
ptitomné v produktu po ukonceni primarni faze na pozadovanou hodnotu, v pripade

probiotickych kultur na 2-3 % (137, 138).

Pti ptrechodu z primarni do sekundarni faze neni nutné ménit tlak v komote, ale je nutné
udrzovat teplotu produktu pod teplotou skelného prechodu, pficemz tato teplota je vysoce
zavisla na obsahu vody. Pro amorfni latky je doporu¢ovéana rychlost ohfevu polic v rozmezi

0,1 — 0,2 °C/min, u krystalickych latek je rychlost ohtevu vyssi (0,5 °C/min) (110).

Stabilita produktu je v této fazi funkci jak teploty, tak i obsahu vody v produktu. Koncentrace
vody 1 teplota se v produktu velmi li§i v zavislosti na lokalité¢ a Case. Protoze profil obsahu
vody v produktu je zavisly na teploté, je hlavnim sledovanym parametrem pravé teplota
sekundarni faze lyofilizace, kterd nesmi prekrocit termolabilitu lyofilizované aktivni latky.
Teplota v této Casti procesu je opét regulovana teplotou polic. Obsah vody je sledovan az na

konci sekundarni faze lyofilizace (111, 125, 137).

3.3.1.4 Kryoprotektivni média pro Iyofilizaci probiotické kultury

Lyofilizace je dlouho uzivanou technikou pro dehydrataci bakterialnich kultur. Lyofilizace je
ale zaroven stresovym prostiedim, které zpusobuje poSkozeni bunky zejména
zkoncentrovanim bunécného obsahu s naslednym zvySenym osmotickym tlakem nebo
prasknutim buriky v dasledku tvorby velkych krystalt ledu (139, 140). Tyto nezadouci ucinky
lze omezit pfidavkem vhodné zvoleného kryoprotektivniho média, které zajisti ochranu

zejména bunécné stény, bunéné membrany a ribonukleové kyseliny (113).

Kryoprotektivni latky pasobi riznymi mechanismy a na zakladé schopnosti difuze pres
bunécnou sténu (BS) a cytoplasmatickou membranu (CM) se déli do tfi skupin: (1) latky
schopné penetrace pres BS i CM (glycerol, DMSO) jsou latky zvysujici plasticitu bunky a
vazi vodu, coz zabrafiuje odstranéni vazané vody, snizuje toxicitu soli a zabraiuje tvorbe
krystalli; (ii) latky prostupujici pfes BS, ale neprostupujici pre CM (oligosacharidy,
aminokyseliny, nizkomolekularni polymery) jsou latky vyvolavajici plazmolyzu buné¢k, ¢imz
soustiedi mezi CM a BS urcitou formu pufru, ktera brani tvorbé krystalt, a (iii) latky
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nepenetrujici pres BS a CM (vysokomolekularni polymery — proteiny, polysacharidy) se
adsorbuji na povrch a vytvari viskdzni vrstvu, ktera brani vzniku krystalt (141, 142).

Sacharidy jsou jedny z nejvice uzivanych kryoprotektiv diky jejich relativné nizké cené,
chemicky nezavadné povaze a vyznamné rozSifenému pouziti v potravinarském pramyslu.
Mezi kryoprotektiva je fazena zejména trehalosa, sorbitol, manitol, sacharosa, laktosa,

manosa a maltodextrin (143).

Trehalosa je piirodni cukr, ktery pfi lyofilizaci nahrazuje molekuly vody svymi
hydroxylovymi skupinami (144), stabilizuje strukturu biomolekuly a zabrariuje ireversibilni
denaturaci (115). Trehalosa neuvoliiuje ze struktury béhem lyofilizace vlhkost (139), je velice
dobrym kryoprotektivnim Cinidlem, ale je-li pfidana do média béhem kultivace, zptusobuje
inhibici rastu kmene L. acidophilus (105). V literatuie se ale objevuji prace, které uvadi

trehalosu jako neefektivni protektant (104).

Sorbitol ma jen slabé tcinky pfi ochran€ proteint proti jejich agregaci a nema zadny efekt na
chemickou degradaci (145). Spolu s manitolem a maltosou pasobi jako antioxidant a fadi se
mezi efektivni protektanty proti oxidacnimu stresu a naslednému poSkozeni bunécné
membrany, pfesny mechanismus ale zatim neni znam (143). Ackoliv nebyl zjistén vyznamny
kryoprotektivni efekt sorbitolu, byl sledovan vyznamny vliv na viabilitu kmena L. bulgaricus
a L. rhamnosus beéhem dlouhodobého skladovani (146). Jiné zdroje uvadi sorbitol jako latku,
kterd je schopna chranit membrany proti zniCeni diky vzajemnym interakcim a nasledné

stabilizuje funk¢nost proteind i jejich strukturu (104).

Sacharosa je vhodnym kryoprotektivnim médiem pro lyofilizaci L. bulgaricus. Jeji
kryoprotektivni vlastnosti 1ze zvysit kultivaci mikrobialni kultury na MRS médiu s obsahem
sacharosy. Nasledna dehydratace je pak nejucinnéjsi, pokud probiha v roztoku trehalosy (142,
147)

Dal§im disacharidem pouzivanym pii lyofilizaci je laktosa. Jeji schopnosti byly studovany u
kmene L. casei 431. Bylo prokazano, ze ve srovnani s trehalosou je lep§im protektivem diky
leps$im vysledkim vaci lyofilizacnimu stresu (105), které jsou pficitany prebiotickym
vlastnostem laktosy (148). Stejnych vysledki bylo dosazeno pro kmeny L. plantarum,
Pediococcus acidilactici a L. salivarius (149). Laktosa je fazena mezi velmi dobra
kryoprotekéni média a zaroven zvySuje viabilitu béhem puasobeni travicich §tav (148).

Opacného vysledku bylo ale dosazeno u kmene L. bulgaricus (142).
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Dalsim moznym protekénim prvkem muze byt manitol fadici se mezi polyoly. Mala mnozstvi
manitolu byla prokadzana v buikach bakterii mlééného kvaSeni s homofermentativnim
metabolismem, které vyuzivaly jako zdroj uhliku jiné sacharidy nez glukosu. Pfedpoklada se
tedy, ze manitol muze byt latkou, ktera zvySuje Zivotaschopnost bunék beéhem skladovani
v lyofilizované podobé (130). Pfitomnost manitolu ma zéarover 1 terapeuticky efekt, protoze
muze byt v zazivacim traktu pfeménén na kratkofetézcové mastné kyseliny (butyrat), které
jsou schopné inhibovat vznik rakoviny tlustého stfeva. Manitol je také dobry antioxidant,

ktery chrani probiotické bakterie pred otravou kyslikem diky tvorbé peroxidu vodiku (150).

V soucasné dobé¢ jsou testovana i1 netradi€ni media z fad necukernych latek. Napfiklad jako
protektivni média byly pouzity NaH,PO4, MgSOs a askorbova kyselina, nejvy$si mira

prezivani a nejveétsi pocet zivych bunek byl ale zjistén v kultufe s obsahem Na,HPO4 (151).

Dlouhou dobu nebyl kladen diraz na kultivatni médium v souvislosti s pfezivanim
mikroorganismu pfi suSeni a nasledném skladovani a studie byly zaméfeny spise na sledovani
ucinkt kryoprotektivnich médii a nasledny proces lyofilizace nez na kompozici kultivacniho
média. Opak je ale pravdou a studie potvrdily, ze vybér vhodného kultivaéniho média ma
signifikantni vliv na ptezivani Enterococcus faecalis, Enterococcus durans a L. bulgaricus
behem lyofilizace a nasledného skladovani. Studie dale potvrdila striktni zavislost prezivani
kmenu na protektivnim médiu (133). Carvalho se svym kolektivem (130) dale tuto myslenku
studovali. Kultivovali L. bulgaricus na riznych substratech a pro lyofilizaci pouzili vzdy
stejny substrat jako pii kultivaci (130). Zakladnim zdrojem uhliku pro rust je glukosa, ale
pokud ji zaménili za jiny jednoduchy cukr (manosa, fruktosa, laktosa), sledovali rozdily jak
v kinetice rustu, tak v rozdilnych latkach produkovanych béhem kultivace, coz mélo za
nasledek produkci stresovych latek (zejména EPS, manitolu) v zavislosti na pouzitém zdroji

uhliku (135).

Announs a kolektiv publikovali studii (152), podle které rust bakterialni kultury na jiném
zdroji uhliku nez je glukosa, ovliviiuje fluiditu membrany a to diky reakci produktt
z nestandardni fermentace s mastnymi kyselinami obsazenymi v cytoplasmatické membrané.
Tento fakt nasledné dopliiuje obecné znama pravda, ze mastné kyseliny hraji dulezitou roli

v termorezistenci buriky (152).

Zavérem lze usuzovat, ze pokud se v piipravé lyofilizované kultury pouzije pouze jeden a

tentyz druh sacharidu jako zdroj uhliku 1 jako kryoprotektivum s vyjimkou glukosy, je
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predpokladdana vyssi termorezistence a vySsi stabilita béhem skladovani lyofilizované

bakterialni kultury (133).

3.3.2 Fluidni suSeni

Zatimco lyofilizace je velmi dobfe prostudovana technika pro suSeni probiotickych bakterii,
fluidni suSeni pfili§ publikovanou technikou v odborné literature neni. Objevuji se publikace,
které vyuzivaji fluidni suSarny vybavené tryskou pro potahovani granulatu probiotické kultury
umisténé na situ fluidni susarny (153) nebo byla pouzita pouze pro dosuSeni masy L.
plantarum a L. bulcaricus pro prvotni dehydrataci kultury v glycerolu a naslednym dosusenim
na nosici (154). Fluidni suSeni je ale ekonomicky vyhodnou technikou s nizkou spotfebou
energie a zaroven je tato metoda pfivétiva k probiotické kultufe diky nizké teploté proudiciho

vzduchu a moznosti jeji regulace (155).

Pfi suSeni probiotik ve fluidni su§arné je probiotickd kultura nanasena na absorbér nebo
zékladni hmotu, které umozni snadné&jsi vznik pelet nebo dobfe absorbuje nanasenou
suspenzi. Kontinualni proudéni nejenze vysuSuje obsazenou vodu, ale zajistuje udrzovani

Castic absorbéru ve vznosu a zamezuje tak nefizené agregaci ¢astic (155).

Nag a kolektiv (105) studovali vliv fluidniho suSeni probiotické kultury na jeji viabilitu pfi
dlouhodobém skladovani pii pokojové teploté. Pro studium byl vyuzit kmen L. casei.
Srovnanim s lyofilizovanou kulturou bylo zjisténo, ze po ro¢nim skladovani méla kultura
suSena ve fluidni suSarné€ o 2,5 tadu vyssi obsah nez kultura lyofilizovana. Navyseni jesté o
0,83 tadu bylo sledovano, kdyz byla kultura vystavena osmotickému stresu (ptusobeni 0,6M
NaCl od 14 hodiny kultivace po ukonceni kultivace) pfed samotnym fluidnim suSenim.
Ziskané vysledky byly validovany opakovanim testi se stejnym vysledkem pro dva kmeny
Lactobacillus a dva kmeny Bifidobacterium (155).

3.3.3 Vodni aktivita

Zakladnim parametrem pro stanoveni dlouhodobého prezivani probiotik je vodni aktivita.
Mikroorganismy obsahuji tfi typy vody — volnou (intercelularni voda a Cast intracelularni
vody), vazanou (intracelularni voda vazana v proteinech, nukleovych kyselinach,
membranach, atd.) a zasobni (obsazena v isolovanych kapsach tvotenych napt. lipidy). Obsah

volné vody v materialu je udavan jako vodni aktivita (156, 157).

Jedna se o termodynamicky parametr, ktery vychdzi z rovnovazného stavu termodynamiky

smeési. Rozpustime-li stul ve vodé, dojde k poklesu entropie a molekuly vody se zaCnou
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orientovat podle orientace molekul rozpusténé latky. Rozpusténa latka tak omezuje unik vody
z kapalné faze do faze plynné, ¢cimz dojde ke snizeni tlaku par nad roztokem. Tento jev je pro
idealni rozpusténé latky popsan Raoultovym zakonem 158, ktery fika, ze relativni pokles

tlaku par rozpoustédla je roven molarni frakci rozpusténé latky

Po—P nq (1)

Po ni+n;

kde pg a p jsou tlaky rozpoustédla a roztoku, n; a n;jsou molarni koncentrace rozpusténé latky

a rozpoustedla.

Raoultiv zakon muze byt dale vyjadien vztahem,

L= )

Po ni+n;

ktery udava procentualni zastoupeni tlaku vodni pary Cisté vody. Pomér tlaku pary roztoku a
rozpoustédla je popsan terminem vodni aktivita 159. Dosdhneme-li rovnovazného stavu tlaku
vodnich par v prostoru nad roztokem s roztokem, bude relativni vlhkost rovna stonasobku
vodni aktivity. Vodni aktivita Cisté vody ma hodnotu 1, coz je ekvivalentni rovnovazné

relativni vlhkosti (100%) pti dané teploté (158, 159).

Tento zakon je idealnim pfipadem, v praxi tento parametr ovliviiuje cela fada faktord, jako je
osmoticky tlak, neidealnost chovani rozpoustédla, neidealné rozpusténa latka nebo vaznost
vody na studované materialy (vaznost vody na polarni skupiny materialu, kapilarni sily

tvorené vodou drzenou v kapilarach materialu) (159).

Vodni aktivita (ay) ma vyss§i vypovédni hodnotu ve vztahu k mikrobialnimu ristu nez vlhkost.
Mgeteni vlhkosti je nevhodné pro stanoveni schopnosti ristu mikroorganismii. Vlhkost udava
celkové mnozstvi vody v produktu, ktera ale mize byt chemicky vazana na humektanty nebo
rozpusténé latky (cukry, polyoly) a ta je poté nedostupna pro proces ristu mikroorganismu.
Rist mikroorganismi je pak omezen limitnimi hodnotami a,, pod které nejsou

mikroorganismy schopné rust (157).

Vliv vodni aktivity na stabilitu probiotického pfipravku byl studovan v nékolika pracich.
Dianawati a kolektiv (150) studovali stabilitu kmene B. animalis ssp. Lactis B12
enakapsulovaného v alginatovych nebo v alginat-manitolovych peletach, kde pii vodni
aktivite¢ 0,38 - 0,40 byla sledovana viabilita kolem 80 % po 10 tydnech ve srovnani
s kontrolou (150). Podobné byla publikovana viabilita bun€k L. paracasei v alginatovych
kapsulich (161). Pfi vodni aktivité 0,115 byla viabilita 79 % (7 tydnt pii 25°C) a v rozmezi
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od 0,115 do 0,329 ay, nebyl sledovan signifikantni vliv. Pfi a,, od 0,436 do 0,536 byla viabilita
rovna 70 % (8,9.10° cfu/g suché smési) (160). Stejné vysledky publikoval ve své praci i
Semyonov, kde sledoval viabilitu bunék L. paracasei pii raznych koncentracich trehalosy a

maltodextrinu (161).

Bora a jeho kolektiv sledovali vliv relativni vlhkosti, vlhkosti materialu a vodni aktivity na
prezivani spor L. sporogenous. Maximalni hranice pro dlouhodobé prezivani spor byla

stanovena 0,6 ay, za soucasného drzeni relativni vlhkosti vzduchu pod 52 % (156).

Dalsi studie sledovani stability B. longum ssp. longum BBS536 pifi ruznych hodnotach
prokazala vyznamny pokles stability vyjadieny jako navySeni rychlostni konstanty degradace
probiotického pfiipravku pii 25°C od ay 0,21, soucasné navrhla systém piedpokladaného
stanoveni doby viability pro skladovani probiotickych kmend ve formé prachu (162). Dale
bylo prezivani probiotickych kment L. lactis subsp. cremoris R-704 a L. acidophilus 2401
sledovano po lyofilizacnim a sprejovém suSeni v mezich a,, 0,07 az 0,1 (85). Stejné vysledky
byly reportovany 1 v dalSich pracich (85, 163-165). Relativné stabilni byla shledana
lyofilizace zminénych kment za vyuziti manitolu a sacharosy na strané kryoprotektantt, jez
byla sledovana pii 20°C a ay, 0,07 az 0,1 (166). Diive pak bylo uvedeno, ze pokles viability
sprejove suSenych bun€k L. rhamnosus GG byl béhem 6 tydnd, pii teploté 25°C a a,, 0,1

snizen pouze o pul fadu (167).

Ze ziskanych informaci ve sledované literatufe lze dojit k zavéru, ze viabilita bunek
skladované kultury pfimo zavisi na teploté skladovani a hodnoté vodni aktivity. Vodni
aktivita je tedy kritickym parametrem pro dlouhodobé uchovavani probiotickych piipravka.
Nezanedbatelny vliv na stabilitu béhem skladovani maji také latky ptidavané béhem riznych
susicich technik, ale tato zavislost je kmenové specificka a zavisi i na pouzité technice suseni
a vybraném materiadlu (168). Zajimavosti je napfiklad testovani inkorporace probiotického
kmene Lactobacillus do potahovaci suspenze tablet. Zatimco pifi pouziti Cisté potahovaci
suspenze Opadry II dosahovala kultura 21% wviability bunék, pfi obohaceni média
protektivnimi latkami (manitol, trehalosa a rekonstituované odtu¢néné mléko) se viabilita

zvedla na 59 % (168).

3.4 Zpracovani probiotickych kmena do dopliku stravy a jejich sekundarni

baleni

Ziskani stabilni formy probiotického kmene ve formé prachu neni konecnou misi, ale

nasleduje narocna cesta aplikace ziskaného materialu do vhodné aplikac¢ni formule, ktera je
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pfijatelna a snadno aplikovatelna pro koncového zakaznika a zaroveti stabilni po celou dobu

exspirace.

Probiotika jsou konzumenty pfijiméany peroralné, at uz ve formé tablet, kapsli nebo jako
soucast funkCnich potravin ¢i mlécnych vyrobkd. Aby mohla takto pfijata probiotika
kolonizovat zazivaci trakt, musi prezit prichod kyselym prostiedim zaludku (12). Literatura
také uvadi, ze takto pfijimané kmeny se nestavaji trvalou soucasti stievni mikroflory, ale ziji
jen kratce po jejich uziti (13). Pravé vhodna kombinace probiotika s pomocnymi latkami ve
formulaci a vybér vhodné Iékové formy s kombinaci skladovani za pfedepsanych podminek

muze zajistit ochranu pred Skodlivym vlivem prostiedi zaludku.

Problematika probiotik z pohledu legislativy nam fik4, Ze existuje né€kolik moznosti, které
mohou byt vyuzity pii uvolnéni probiotického pfipravku na spotiebitelsky trh. Probioticky
pfipravek muze byt uveden v kategorii 1éCiva, zdravotnického prostfedku nebo dopliiku

stravy, pomineme-li v§ak vyuziti probiotik v potravinach a funk¢nich potravinach.

Registrace a uvolnéni na trh se u lécivého pripravku fidi zdkonem o léCivech ¢. 378/2007 Sb.
v aktualnim znéni a zahrnuje celou skalu nejen klinickych, ale i preklinickych zkousek, které
ovefuji bezpecnost a ucinnost zamysleného 1é¢ivého piipravku. Tato maSinerie je ale velmi
drahou zalezitosti a 1 kdyz nékteré staty EU produkuji probiotické kmeny v kategorii 1éCiv,

tato cesta je pro vyzkum v podminkach CR nerealizovatelna.

S obdobnou situaci se potykame v kategorii zdravotnického prostfedku. Zdravotnicky
prostiedek je dle definice uvedené v zakoné 123/2000 Sb., o zdravotnickych prostfedcich
popisovan jako nastroj, pfistroj, zafizeni, material nebo jiny pfedmét, pouzitelny samostatné
nebo v kombinaci spolu s pfisluSenstvim, ureny vyrobcem pro pouziti u ¢lovéka za ucelem
stanoveni diagnézy, prevence, monitorovani, 1é¢by nebo mirnéni choroby, mirnéni nebo
kompenzace poranéni nebo zdravotniho postizeni, vySetfovani nebo kontroly poceti a ktery
nedosahuje své hlavni zamyslené funkce farmakologickym, imunologickym nebo

metabolickym ucinkem, ale jeho funkce v§ak muaze byt t€émito ufinky podpofena.

Ackoliv by se dala najit schidna cesta v legislativé odpovidajici definici zdravotnického
prostiedku — tvorba souvislé biofilmové struktury, ktera mechanicky brani osidleni stény
stteva patogennimi mikroorganismy - nebyla tato moznost vyuzita z duvodd vysokych
nakladt na klinické zkousky a nejednoznacnost prokazani uéinku na malém poctu subjektd

hodnoceni.
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Pro probioticky piipravek byla zvolena tedy posledni cesta - cesta dopliiku stravy. Obecna
legislativa dopliku stravy je harmonizovana dle nafizeni EU a je zapracovana zejména do
vyhlasky 225/2008 Sb., kterou se stanovi pozadavky na dopliiky stravy a obohacovani

potravin.

Legislativa upravujici konkrétné probiotické pripravky je ale skoupa. Svétova zdravotnicka
organizace v roce 2001 na kongresu v Argentiné si uvédomila absenci definice probiotik a
zarovenl nutnost regulace, a tak definovala probiotika jako ,,zivé organismy, které, kdyz jsou
podavany v adekvatnich mnozstvich, pfispivaji ke zdravi konzumenta“ (169). Pro docileni
terapeutického efektu probiotik je nutné, aby denni davka odpovidala minimaln& 10° cfu
v Case konzumace. Vzhledem k poznatkim o snizovani viability béhem zazivani je
doporu¢ovan obsah 10° — 10° cfu v denni davce (104). Pozd&jsi zasah evropské legislativy ale
zamezil vyrobcim dopliika stravy uvadét na obalech tzv. zdravotni tvrzeni. Zdravotni tvrzeni
je seznam prokazanych ucinkt latky, slouCeniny, skupiny latek na zdravi spotiebitele ve
specifikované déavce. Zdravotni tvrzeni jsou kontrolovana a aktualizovana EFSA (vysvétlit
zkratku) na zéakladé dat a informaci zejména z klinickych zkousek a praxe. Probiotické
ptipravky ale dle rozhodnuti EFSA nejsou vhodné a ucelené¢ dokumentovany, tak byla

veskera zdravotni tvrzeni vazici se k probiotickym pfipravkiim zamitnuta (2).

Probiotické produkty se nachazi v celé fade lékovych forem — sacky s granulaty, kapsle nebo
tablety. VSechny tyto formy ale podléhaji riznému stupni degradace v Zaludku pii velmi
nizkém pH, které je kritickym parametrem pro pfezivani probiotik. Proto stale bézi vyzkum a
vyvoj se zaméfenim na vybér vhodné formulace, ktera zajisti prezivani probiotik v prostredi

zaludku (170).

3.4.1 Tablety

Tablety se dle 1ékopisu definuji jako pevné piipravky s obsahem jedné nebo vice aktivnich
latek v jedné tableté. Ziskavaji se lisovanim stejnych objemu Castic nebo jinym vhodnym
vyrobnim postupem (vytlaovani (=extruze), formovani nebo lyofilizace). Tablety jsou
obvykle valcovitého tvaru, ploché nebo ¢ocky, hrany mohou byt zkosené (Obrazek 3).
Obvykle se tablety vyrabi lisovanim. Pfi vyrobé¢ tablet je nutné zajistit vhodnou mechanickou
pevnost, aby se pifi jejich zachazeni zamezilo jejich drobeni nebo Ilaméani (171).
U probiotickych pfipravki je tento parametr kriticky, zejména pii studiu prezivani

probiotickych ptipravkt béhem lisovani a vliv lisovacich tlakli na zivotaschopnost bunéek.
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Obrazek 3: Tablety v blistru tvaru cocka a oval (Zdroj: Fotoarchiv FAVEA a.s.)

Obecné jsou v technologii 1ékovych forem zpracovavany nestabilni latky zejména ve forme
tablet i z divodi ochrany pred nepfiznivym prostiedim zaludku a moznosti cileného uvolnéni
aktivni latky v pozadovaném misté (plnidla rozpustna v urCitém pH, potahovani tablet).
Nespornou vyhodou tablety je také presna davka, jednoduché podavani, dobra akceptace ze

strany pacienta a moznost velkoobjemové produkce s nizkymi vyrobnimi naklady (170).

Dalsi vyhodou tablet je vysoka variabilita excipientl pouzitelnych pfi technologii jejich
vyroby, kterymi muze byt snadno kontrolovano uvolfiovani aktivni latky — probiotika a
soucasné diky pfitomnosti excipienti muze byt podpofena adheze na epitelialni mukosu.
Excipienty s kontrolovanym uvolfiovanim jsou v posledni dobé studovany i pro probiotika.
Pevné Iékové formy s probiotiky, které jsou vysledkem mnoha studii, se zamétuji zejména na
rezistence probiotika vici kyselému prostiedi zaludku, sledovani viability po tabletovani
v zavislosti na pouzitych parametrech tabletovani a stabilitu probiotika obsazeného v ziskané

pevné lékové forme (166, 170, 172-175).

Hlavnim faktorem pii vyrobé tablet je tedy lisovaci tlak, ktery se odrazi v parametru pevnosti
tablet. Obvykle jsou tablety lisovany alespon na 100 N. Silva a kolektiv (176) studovali vliv
lisovaci sily na prezivani probiotik. Pfi sile 9,8 kN byla ziskana pevnost tablety 314 N a byl
sledovan pokles probiotik ve formé mikrokapsli obalenych syrovatkovym proteinem o jeden
fad. Pti dalSim navySovani lisovaci sily nadale nedochazelo k vyznamnému poklesu probiotik
v piipravku (176). Podobné vysledky byly publikovany pii vysSich silach (20 kN,
2,75 N/mm?2) (170), kdy bylo docileno vysoké pevnosti tablety s nizkym odérem (177).
Naopak pokles o 2 fady byl sledovan pfi vyrobé probiotickych mikrotablet (Lactobacillus sp.)
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s mikrokrystalickou celulosou a inulinem navzdory tomu, ze lisovaci sily se pohybovaly v

rozmezi od 1 do 5 kN (178).

Prave pti vysoké lisovaci sile a nizkém procentu odéru (pod 1 %) bylo dosazeno témer 90 %
prezivani buné€k po prachodu kyselym prostiedim zaludku (177). Pravé souvislost mezi
nizkym odérem a vysokou pevnosti je urCujici pro dobré prezivani, protoze velka pevnost
tablety nedovoluje kyselému prostiedi proniknout do tablety po Cas priuchodu zazivacim

traktem (170).

NejCastéji  pouzivanym excipientem pro cilené uvolnéni v tlustém stfevé je
hydroxypropylmethyl-celulosaftalat (znamy pod obchodnim nazvem Eudragit), ktery je
nerozpustny v kyselém prostiedi a je schopen v nezménéné podobe dojit do cile urceni. Studie
kombinace hydroxypropylmethyl-celulosaftalatu a alginatu sodného prokazala minimalni vliv
zaludecnich §tav na probiotickou kulturu za soucasného zisku tablety vyhovujici

mechanickym parametriim - odér <1%; pii pevnosti 1,38 N/mm? (170).

Zatimco excipienty pro cilené uvolnéni zvySuji viabilitu béhem pasaze zazivacim traktem,
ptidavek sacharidickych slozek (sacharosa, inulin, manitol) udrzuje viabilitu béhem

dlouhodobého skladovani podobné jako u suSicich technik (179).

3.42 Tvrda tobolka

Peroralni Zelatinové tobolky jsou téliska razné velikosti, tvaru a objemu, naplnéné jednou
davkou ucinné latky (Obrazek 4). Pro probiotické piipravky se pouzivaji tvrdé tobolky. Ty
jsou slozeny ze dvou casti (téla a vicka). Zakladni slozkou stény je zelatina. Standardni
tobolky jsou rozpustné v zaludecnich stavach, pro enterosolventni pouziti jsou vSak dostupné

i tobolky, které odolavaji zaludecnim §tavam (103).

Odborna literatura uvadi moznosti vyuzit i tobolky vyrabéné z hydroxypropylmethylcelulosy
(HPMC). HPMC je s vyhodou uzivana pro latky nestabilni ve vodném prostiedi, protoze
sama ma nizky obsah vody a neobsahuje chemicky reaktivni skupiny (180, 181). ZvySeni
rezistence HPMC tobolek bylo jest€ docileno potazenim tobolek polymernimi latkami

nerozpustnymi v kyselém prostredi (Eudragit) (182).

Obohaceni HPMC o zelatinizujici latky (gelanova guma) vedlo k vyvoji tobolek, které jsou
rezistentni ke kyselému prostredi zaludku (tzv. DR tobolky). Testem bylo prokéazano, ze i 30-
minutova pritomnost této tobolky v simulovaném prostiedi zaludku nevedla k poruseni jeji

stény a tobolka tak uchranila neseny obsah (183). Tento vysledek byl porovnan se
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standardni HPMC tobolkou a Zelatinovou tobolkou, zatimco HPMC kapsle vykazovala nizsi
rezistenci, zelatinova kapsle se ihned po zacatku pusobeni kyselého prostiedi rozpadla (180).
Pro HPMC tobolku bylo testem prokazano, ze jeji pouziti vede k zisku 1700-nasobku zivych
probiotickych bunék ve srovnani s kontrolou (prosté rozpusténi bunek v 1% roztoku

zlucovych kyselin) (183).

» - "%
J v T

Obrazek 4: HPMC tobolky plnéné aktivni ldtkou (zdroj: Fotoarchiv FAVEA a.s.)
Kapsle nabizi moznosti plnéni rozlicnych excipiett, které mohou vice ¢i méné ovliviiovat
stabilitu probiotického pfipravku, pomineme-li hodnotu vodni aktivity, kterd byla studovana
vysSe (Kap. 3.3.3). Pii procesu plnéni kapsle je mozné vybrat nejvhodné;si excipienty, které
mohou zvysit viabilitu bunék béhem skladovani nebo nasledném prichodu zazivacim traktem

(183).

Vliv pomocnych latek na stabilitu Lactobacillus spp. byl studovan se tfemi vybranymi
excipienty- laktosou, suSenym mlékem a kyselinou askorbovou, které byly pfidany jiz béhem
lyofilizace. Stabilita ziskaného lyofilizatu naplnéného do zelatinovych kapsli byla sledovana
pii 5°C po dobu 15 mésict v uzavienych sklenénych nadobach. Byla-li ve formulaci obsazena

kyselina askorbova, byla udrzena viabilita bunék vice nez 12 meésict (184).

3.4.3 Vliv kysliku na skladovani pevnych 1ékovych forem obsahujicich probiotika

Jiz bylo zminéno, ze vodni aktivita je kritickym parametrem ovliviiujicim stabilitu produktu
béhem dlouhodobého skladovani (viz kapitola 0). DalSimi vyznamnymi faktory, které
ovliviiujici stabilitu béhem skladovani produktu jsou (i) obsah kysliku a (i1) redoxni potencial
(185). Molekularni kyslik je skodlivy pro zivot a rust probiotickych bakterii, protoze vétSina
mikroorganismi patficich mezi probiotika, jsou z hlediska naroc¢nosti na kyslik anaerobni
mikroorganismy (186). Kyslik ovliviiuje probiotika tfemi cestami: (i) je pfimo toxicky pro
bunku, (i1) urcité kultury produkuji v pfitomnosti kysliku toxické peroxidy nebo (iii) volné
radikaly, které jsou produktem oxidace jinych latek (napf. tuki) a jsou toxické pro probiotické

mikroorganismy (104). Hladina kysliku v baleni probiotika béhem skladovani probiotického
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produktu by meéla byt co nejnizsi, aby bylo zamezeno uhynu bunék nasledkem toxicity

peroxidu vodiku. Stupenl sensitivity ke kysliku je zavisly na kmenu a druhu probiotika (187).

Kyslik je vSudypfitomna molekula, ktera se vyskytuje nejen v samotném produktu, ale na
zakladé bariérovych vlastnosti obalového materialu muze prochazet k produktu z okolniho
prostfedi. Pfi  kontaktu molekuly kysliku s probiotickou buiikou dochazi zejména
k oxidacnimu stresu s naslednym poskozenim membranovych lipidu (188). Proto je cilem
snizit co nejvice piistup molekuly kysliku, ¢imz se zamezi oxida¢nimu stresu, coz ma

za nasledek delsi stabilitu produktu béhem skladovani.

Snizeni pfistupu kysliku muze byt provedeno nékolika zplisoby, napf. uchovavanim
probiotickych kultur pod vakuem, ptidavkem antioxidantt a absorbért kysliku nebo balenim
do obalovych materialG nepropustnych nebo s omezenou propustnosti pro kyslik (aktivni
baleni) (189). Pro produkty v kategorii dopliiki stravy mize byt vyuzito baleni do
hlinikovych sackt (granulaty) nebo do blistri (Obrazek 5), ¢i doz obsahujicich desikanty
(kapsle, tablety).

Obrazek 5: Tobolky v blistru (zdroj: Fotoarchiv FAVEA a.s.)
Navzdory velkému poctu jiz pouzivanych probiotickych kment, vyrobci funkénich potravin a
farmaceutické spoleCnosti se snazi stale hledat nové kmeny, nové strategie pro jejich
dlouhodobé skladovani a udrzitelnost a rizné zdroje pro jejich izolaci, a to vSe za soucasného
snizovani cen nakladi za soucasného zvyseni konkurenceschopnosti jejich vyrobkt. Tato

strategie je CasteCné€ vyuzita pii feSeni disertacni prace.
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4 CILE PRACE

Téma disertaCni prace je zaméfeno na vyvoj piipravku obsahujiciho probiotickou kulturu v
kombinaci s nosi¢em, pficemz probioticka kultura by méla byt alespofi v minimalni mife
pfipevnéna k nosi¢i ve formeé biofilmu. V ramci tématu byla studovana tvorba probiotického
biofilmu, optimalizace kultivace se soucasnym prenesenim ziskanych znalosti do vyroby
humannich dopliiki stravy. V této Casti byly ovéfeny zakladni kultivacni techniky pro
produkci biofilmové kultury na anorganickém nosici, zejména pak predevSim staticka
vsadkova kultivace doplnéna o znalosti tvorby bakterialniho biofilmu. Dale byla provedena
mikrobiologicka stanoveni poctu kolonii a testy stability biofilmové a planktonické formy
kultury pfi vlivu nizsiho pH ¢i aplikace zluCovych extrakti. Byla zafazena i mikroskopicka
pozorovani s vyuzitim vysoce sofistikovanych zafizeni, mezi néz se fadi i elektronovy

mikroskop.

Druha cast prace byla zalozena hlavné na aplikaci poznatki z odborné literatury a
laboratornich testti pfi pouziti riznych suSicich technik pro ziskané bakterialni kultury. Zde
byl sledovan hlavné parametr vodni aktivity. Zakladni metodou byla lyofilizace, ktera byla
srovnavana s ve farmacii standardné pouzivanou technikou fluidniho suseni. Fluidni suSeni je
levna, komer¢ni a dobfe dostupna metoda suseni. Zde byly odzkouSeny vhodné kombinace
protektivnich latek pro udrzeni co nejvyssi viability bunék béhem suSeni a nasledné doby

skladovani. Déle byly testovany specifické parametry pro fuidni suseni (teplota suseni).

Disertacni prace je zalozena na mySlence pfimé aplikace védeckych poznatkd v nezménéné a
funkéni formé do praxe se soucasnou snahou nabidnout koncovému uzivateli bezpecny,
funk¢ni a zdravi prospésSny preparat. Za timto ucelem byly ze ziskanych mikrobialnich kultur
ptipraveny vzorky zakladnich lékovych forem, které byly dokumentovany zékladnimi
farmaceutickymi zkouskami pfevazné dle pozadavki Ceského lékopisu v platném znéni.
Nasledné byly provéfeny materialy dostupné ve farmaceutickém prumyslu pro baleni pevnych
lékovych forem tak, aby zajistily maximalni snizeni nebo udrzeni dosazenych parametri
nizké vodni aktivity a zamezily pfistupu kysliku po celou dobu skladovani probiotického

ptipravku.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

5.1.1 Bakterialni kmeny

V predkladané praci byly pouzity bakteridlni kmeny Lactobacillus acidophilus CCM 4833,
Bifidobacterium longum CCM 4990 a Bifidobacterium breve CCM 3763, které byly ziskany

z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy univerzity v Brng.

Déle byly pouzivany komercné dostupné bakterialni probiotické kmeny pro potravinarsky a
farmaceuticky pramysl Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus paracasei vyrobené

spoleCnosti Lallemand (Francie).

5.1.2 Pouzité chemikalie pro kultivaci mikroorganismu
MRS agar, Himedia (Indie)
MRS bujon, Himedia (Indie)
MRSC agar, Himedia (Indie)
MRSC bujon, Himedia (Indie)

Ringrav roztok

5.1.3 Ostatni chemikalie a suroviny
Poly (vinylpyrrolidone-co-vinyl acetate) (Sigma Aldrich)
Alginat sodny (Sigma Aldrich)
Karagenan (Sigma Aldrich)
Nanohedvabi (Brenntag)
Kukuficny Skrob (Univar)
Bramborova vlaknina (Kuk)
Ovesna vlaknina
Fosfore¢nan vapenaty (Ph. EUR., Jungbunzlauer)
Kaolin (Brenntag)

Oxid kiemicity (Cabot)
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Komplexni potravinové matrice (mouka, c¢ocka, mak, kroupy, hrach, pohanka -

potravinarska kvalita)
Hydroxypropylmethylcelul6zové kapsle (Capsugel)
Stearan hotecnaty (Univar)

Isomalt (Beneo)

Mikrokrystalicka celuloza (JRS)

Silikagel (Tropack)

5.1.4 Pristroje a zarizeni
Tabletovaci lis JCMCO 16 II (Jenn Chian Machinery Co.,LTD., Tchaj-wan)
Kapslovaci zatfizeni Capsugel (Capsugel, Belgie)
Blistrovaci zafizeni Kwang (Kwang Dah Enterprise Co. LTD., Tchaj-wan)
Stabilitni komora Votch (Votch, SRN)
Termostat Q cell (Verkon, Polsko)
Svatovaci klesté
AquaLab 4TE pro méfeni vodni aktivity (Decagon Devices, Inc. USA)
Odéromér (Erweka, SRN)
Analytické vaha Mettler Toledo (SRN)
Laboratorni vahy Ohaus (SRN)
Tvrdomér Sotax (Svycarsko)
Mikrobiologicky laminarni box (Labox, Ceska republika)
Pramyslova fluidni susarna (zakazkova vyroba, Ceska republika)
Lyofilizator Cool Safe superior (Scan Vac, Dansko)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni
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5.2 Kaultivace probiotické biofilmové kultury

Schopnost adherence probiotickych bun¢k byla testovana pro nasledujici vybrané probiotické
kmeny: Lactobacillus acidophilus CCM 4833, Bifidobacterium longum CCM 4990 a
Bifidobacterium breve CCM 3763. Kmen Lactobacillus byl kultivovan na syntetickém MRS
bujonu. Kmeny Bifidobacterium rostly na MRSC bujénu. Zivné pady byly vzdy doplnény o
1,5% vybraného nosice. VSechny kmeny byly kultivovany pti 37°C po dobu 16-24 hodin.
Vyvoj tvorby biofilmu na nosicich byl podpofen statickou kultivaci.

Nosice byly vybirany ze skaly farmaceutickych aktivnich a pomocnych latek, které 1ze
rozdélit do tif kategorii: (1) polymery (Copovidon, alginat sodny, nanohedvabi, bramborova a
ovesna vlaknina a kukufi¢ny Skrob), (ii) zdroje mineralnich latek (fosforeCnan vapenaty,
kaolin a oxid kfemicity) a (ii1) komplexni potravinové matrice (mouka, kroupy, hrach, cocka,
mak a pohanka). NosiCe, které obsahovaly velké Castice, byly rozdrceny v tfeci misce a

presitovany ptes sitko o velikosti 0,5 mm.

Bakterialni buiky byly po kultivaci obarveny pomoci Gramova barveni a vytvoreny biofilm
byl pozorovan nejprve pod optickym mikroskopem (NIKON Eclipse E 400) nasledné byl
biofilm dukladn€ji pozorovan a potvrzen za pouziti elektronového mikroskopu (MIRA3

TESCAN).

5.3 Sledovani  Zivotaschopnosti probiotickych biofilmovych bunék

v simulovaném prostiedi zazivaciho traktu

5.3.1 Vliv roztoku kyselych soli na viabilitu biofilmovych bunék

Vliv roztoku kyselych soli na zivotaschopnost probiotickych biofilmovych bunék
Lactobacillus acidophilus CCM483 byl provadén v roztoku simulujicim kyselé prostredi
zakudku. Roztok se skladal z NaCl (2,05 g/1), KH,PO4 (0,60 g/1), CaCl, (0,11 g/1) a KC1 (0,37
g/) (190) a nasledné bylo jeho pH upraveno (pH 1, 2 a 3) roztokem 1 M HCI. Cerstvé
biofilmové kultury a planktonické kultury probiotik byly inkubovany s pfipravenymi
okyselenymi roztoky (37°C, 120 minut). V predepsanych ¢asech 30, 60 a 120 minut byly
odebrany vzorky a neutralizovany 1M NaHCO;. Pocet zivotaschopnych bunek v
pfipravenych vzorcich byl stanoven podle modifilkované Miles-Misra metody (191, 192).
Pocet zivotaschopnych bunék byl vyjadien jako procento Zzivotaschopnych bunék v Case
vzorkovani k poctu zivotaschopnych bunék na pocatku experimentu. Kazdy test byl proveden

ve tfech opakovanich.
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5.3.2  Vliv roztoku zlu¢i na viabilitu biofilmovych bunék

Vliv zlu¢i na zivotaschopnost probiotickych biofilmovych bunék Lactobacillus acidophilus
CCM483 byl testovan za pfitomnosti 0,3% roztoku extraktu zluci (Porcine Bile Extract,
Sigma). Vzorky biofilmové a planktonické formy probiotika byly inkubovany v
pfipraveném roztoku pii 37°C po dobu 4 hodin (193). V ¢asech 1, 2, 3 a 4 byly odebirany
vzorky, u nichz byl stanoven pocet zivotaschopnych bunék. Pocet zivotaschopnych bunék byl
nasledné vyjadien jako procento zivotaschopnych bunék v Case vzorkovani k poctu
zivotaschopnych bunék na pocatku experimentu. Kazdy test byl proveden ve tiech

opakovanich.

5.4 Zpracovani biofilmovych probiotickych kultur pro farmaceutické ucely

Ziskané mikrobialni kultury po kultivaci byly dale suSeny do formy prasku. Prasek je
nejstabilnéj§i formou probiotickych bakterii pro dlouhodobé skladovani. Zaroveri jsou

probiotika ve formé prachu dobfe zpracovatelnou surovinou ve farmaceutickém prumyslu.

5.4.1 Lyofylizace

Biofilmova kultura L. acidophilus CCM 4833 byla pouzita pro testovani ucinnost suseni a
vybér vhodného lyoprotektivniho média. Kultura L. acidophilus byla zaockovana do
pfipravenych médii o nasledujicim slozeni: a) 10% sladké syrovatky nebo 5,5% komercniho
MRS média. Pfipravené smési byly doplnény o 1% oxidu kfemicitého a o 1% bramborové
vlakniny. Kultivace probihala staticky v kultivacnich termostatech pfi teploté 37°C po dobu
20 - 24 hodin. Po ukonceni kultivace byl odebran vzorek na stanoveni pocet cfu jednotek.
Nasledné bylo vzdy 0,5 litri pfipravené kultury smichano se 0,125 kg mikrokrystalické
celulozy a s lyoprotektivnimi latkami v tomto slozeni: 1) 50 g hydroxypropylmethylcelulozy

(HPMC), (i1) 50 g HPMC a 250 g manitolu a (iii) 50 g HPMC a 250 g inulinu.

Ziskané smésy probiotické kultury s lyoprotektanty byly rovnomérné rozetfeny na lyofilizacni
tacy a nasledné byl spustén lyofilizacni program dle tabulky (Tab. 1). Po ukonceni lyofilizace

byl stanoven pocet cfu jednotek v kazdém vzorku.
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Tab. 1: Program pro lyofilizace probiotickych bakterii

Cas (hodiny) Teplota (°C) Tlak (Bar)
20:00 -45 1,000
18:00 -25 0,000
10:00 -15 0,000
5:00 15 0,000

5.4.2 Fluidni suSeni

5.4.2.1 Fluidni suSeni s vybranymi protektivnimi latkami

Biofilmova kultura L. acidophilus CCM 4833 byla pouzita pro testovani ucinnost suseni a
vybér vhodného protektivniho média. Kultura L. acidophilus byla zaoCkovana do
pfipravenych médii o nasledujicim slozeni: a) 10% sladké syrovatky nebo 5,5% komercniho
MRS média. Pfipravené smési byly doplnény o 1% oxidu kfemicitého a o 1% bramborové
vlakniny. Kultivace probihala staticky v kultivacnich termostatech pfi teploté 37°C po dobu
20 - 24 hodin. Po ukonceni kultivace byl odebran vzorek na stanoveni pocet cfu jednotek.
Nasledne bylo vzdy 1,3 litra pfipravené kultury smichano se 3 kg mikrokrystalické celulozy a
s protektivnimi latkami v tomto slozeni: 1) 0,130 kg hydroxypropylmethyl celulozy (HPMC),
(1) 0,130 kg HPMC a 0,5 kg manitolu a (iii) 0,130 kg HPMC a 0,5 kg inulinu.

Pfipravené smeésy byly suSeny ve fluidni susarne pii 25°C po dobu 2 hodin. Po vysuseni byl
stanoven pocet cfu jednotek v jednotlivych vzorcich.
5.4.2.2 Viliv teploty susi¢iho viduchu na pieZivani probiotik

Déle byla biofilmova kultura rostla na MRS médiu a pfipravena dle postupu uvedeného
v kapitole 5.4.2.1 a smichana s protektivnimi latkami pouze ve variantach a) HMPC a MCC a
b) HPMC, MCC a manitol, susena ve fluidni susarné pii 25°C po dobu 3,5 hodiny a pii 35°C

po dobu 2 hodin. Po ukonceni suseni byl proméfen pocet cfu jednotek ve vSech vzorcich.

5.4.3 Srovnani vlivu teploty skladovani a vodni aktivity na Zivotaschopnost

probiotickych bunék

Pro sledovani Zvotaschopnosti bun¢k za riznych podminek skladovani byla pfipravena
kultura Lactobacillus acidophilus CCM 4833. Kultura rostld na smési syntetického média

(5,5%) a rekonstituovaného odtucnéného mléka (7,5%) byla nasledné lyofilizovana
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s ptidavkem lyoprotektivnich latek (50% manitol). Vodni aktivita probiotické kultury po
lyofilizaci byla upravena na 0,1 a 0,25 volnym stanim v exikatoru (25°C, 28% vlhkosti).
Probioticka kultura byla nasledné zabalena do hlinikovych sackti (PET/AL/PE) a uloZena do
lednice (2-8°C) a do stabilitni komory (25°C; 60% vlhkosti). Ve stabilitnich bodech 0, 1,3 a 6
mesict byly odebirany vzorky, u nichz byl stanoven pocet Zivotaschopnych bunék vyjadieny
jako cfu/g probiotické kultury. Vodni ativita byla v pribéhu testu kontrolovana na zafizeni

AquaLab 4TE.
5.5 Technologie 1ékovych forem

5.5.1 Vyroba probiotickych tablet

V nasledujici Casti prace byl sledovan vliv technologickych krokti a podminek na vysledny
pocet zivych bunék po ukoceni technologickych ¢innosti a finalizaci produktu. Pro studium
vlivu technologie vyroby na zivotaschopnost bun€k byly vybrany pfipravky o slozeni

uvedeném v tabulce Tab. 2 a Tab. 3

Tab. 2: Slozeni probiotickych tablet s isomaltem

Surovina % Hmotnost (mg)/tbl.
Isomalt 80,00 440,00
Lactobacillus plantarum 3,27 18,000
Lactobacillus paracasei 15,27 84,000
Stearan hoteCnaty 1,46 8,000
Celkem 100,00 550,00

Tab. 3: Slozeni probiotickych tablet s mikrokrystalickou celulozou

Surovina % Hmotnost (mg)/tbl.
Mikrokrystalicka celuloza 80,00 440,00
Lactobacillus plantarum 3,27 18,000
Lactobacillus paracasei 15,27 84,000
Stearan hoteCnaty 1,46 8,000
Celkem 100,00 550,00
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Probiotické kmeny dodavané ke komerénim ucelim jsou dle doporuceni dodavatele
skladovany v lednici (2-8°C) v hlinikovych saccich. Pfed pouzitim je nutné probiotické
kmeny temperovat na teplotu mistnosti, kde bude probihat vyroba.

Pro nakladani s probiotiky, kdy material pfichazi do kontaktu se vzduchem, je tedy nutné

zajistit specifické podminky pro prostory. Podminky pro nakladéani jsou popsany graficky
(Graf 1).
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Graf 1: Grafické zndazornéni klimatickych podminek, které maji byt dodrzovdny pri nakladani
s probiotickymi kmeny v prdskové formé

Odvazené a presaté suroviny (sito 1 mm) byly ruéné¢ homogenizovany, na zavér byl pfidan
stearan hofeCnaty a tabletovina byla znovu dukladné¢ promichana. Ziskana smés byla
tabletovana na tabletovacim lisu JCMCO 16 II, ktery byl vybaven razidlem formatu konvexni
cocka 12 mm. Vaha tablety byla nastavena na 550 mg + 5 % (hmotnostni odchylka hmotnosti

tablety odpovida aktualni verzi Ceského lékopisu).

5.5.1.1 Vliv vodni aktivity na stabilitu produktu

Tabletovina obsahujici probiotické bakterie a isomalt pfipravena dle kapitoly 5.5.1, byla
pouzita pro test, zda vychozi hodnota vodni aktivity tabletoviny méa negativni vliv na
dlouhodobé skladovani. Vodni aktivita tabletoviny byla upravena na hodnotu mensi nez 0,1 a
druhy vzorek meél vodni aktivitu 0,2 — 0,3. Takto pfipravené tabletoviny byly lisovany na
pevnost 70 N. Vyrobené tablety byly ulozeny do ALU sacku, doplnény o silikagel (na 10.000
tbl po 500 mg bylo pouzito 0,25 kg silikagelu) a ulozeny do stabilitni komory pii 25°C a
vlhkosti 60%. V Casech 0, 3, 6, 9, 12, 18 a 24 mésict byl stanovovan pocet zivych bunek
v tabletach.
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5.5.1.2 Stanoveni poklesu poctu Zivych bunék béhem procesu vyroby tablet

V ramci tohoto testu byl postup shodny s pfipravou tablet s obsahem isomaltu dle kapitoly
5.5.1. Vstupni komeréni kmeny, tabletovina a hotové tablety byly podrobeny analyze poctu
cfu jednotek. Nasledné byly ze ziskanych hodnot vypocitany poCty cfu jednotek na tabletu a
poklesy zivych bunék béhem technologického procesu vyroby tablet.

5.5.1.3 Hodnoceni vlivu pevnosti tablety na pocet Zivpych bunék béhem tabletovani

Pro test vlivu tabletovaciho tlaku na zivotaschopnost probiotickych bunék v tableté¢ byla
pfipravena tabletovina dle kapitoly 5.5.1. Pfipravena tabletovina o vodni aktivité < 0,3 byla
tabletovana na tabletovacim lisu JCMCO 16 II za riznych lisovacich tlaku tak, aby ziskané
tablety mély vyslednou pevnost pfiblizné 70, 90 a 120 N. Tablety byly zanalyzovany na pocet
cfu jednotek a dale byly stanoveny technologické parametry — pevnost, odér, vyska tablety a

vodni aktivita tabletoviny.

5.5.1.4 Stanoveni délky vysousSeni tablet v zavisloti na obsahu vysouSedla

Pro nasledujici test byly pouzity tablety pfipravené dle kapitoly 6.4.1.3. Tablety byly
rozvazeny do hlinikovych vzorkovacich sackt. Jednotlivé vzorky byly doplnény o 10 nebo
14 % vysousedla a neprodu$né uzavieny (zavareny svafovacimi klestémi). Takto ptipravené
vzorky byly ulozeny do lednice pfi teploté 2 - 8 °C. V danych Casovych intervalech 0, 3 a
6 dni byla potfebna ¢ast vzorki vytazena z lednice, 2 hodiny byly vzorky temperovany a
nasledné byla na pfistroji Aqualab 4TE stanovena jejich vodni aktivita. Jako vysousedlo byl

pouzit silikagel.

5.5.1.5 Vliv pevnosti a sloZeni tablet na pocet cfu a vodni aktivitu v pribéhu

skladovani

Pro stanoveni stability probiotickych tablet o riznych pevnostech byly pfipraveny tablety dle
postupu uvedeného v kapitole 6.4.1.3. Tablety byly rozvazeny do hlinikovych vzorkovacich
sacku. Jednotlivé vzorky byly doplnény 10 % vysousedla a neprodusné uzavieny (zavafeny
svarovacimi klestémi). Takto pfipravené vzorky byly ulozeny do stabilitni komory pfi teploté
25 °C a 60 % relativni vlhkosti. Ve zvolenych Casovych intervalech 0, 3 a 6 mésica byly
vzorky odebrany a podrobeny stanoveni pétu zivych bunék v tableté. Soucasné byla

stanovena i1 vodni aktivita tablet.
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5.5.2 Vyroba probiotickych kapsli

Vyroba kapsli s obsahem probiotickych kultur byla pfipravena dle tabulky (Tab. 4). Pro
vyrobu kapsli byl vybran speciadlni typ Skrobu urceny pro latky citlivé na vodu. Tento typ
Skrobu standardné disponuje nizkou vodni aktivitou (< 0,025). Zaroven tento Skrob Spatné
vaze vodu a udrzuje si tak nizkou vodni aktivitu i pfi del§im kontaktu se vzduchem. Rychlost
adsorpce vody na material pak zavisi na podminkéach okolniho prostiedi (teploty, relativni

vlhkost) a na aktualni vodni aktivité Skrobu.

Odvazené a presaté suroviny byly ru¢né homogenizovany, na zavér byl pfidan stearan
hofe¢naty a kapslovina byla znovu dukladn€ promichana. Thned po namichani byla proméfena
vodni aktivita ptipravené kapsloviny. Kapslovina je vyhovujici, pokud je vodni aktivita < 0,1.
Vysledny homogenizat byl plnén na poloautomatickém kapslovacim zatfizeni Capsugel do

transparentnich HPMC kapsli velikosti 1.

Tab. 4: Slozeni kapsli s obsahem probiotik

Surovina % Hmotnost (mg)/cps.
Kukuficny Skrob 85,57 260,20
Lactobacillus plantarum 4,50 12,00
Lactobacillus paracasei 9,00 25,00
Stearan hoteCnaty 0,93 2,80
Celkem 100,00 300,00

Takto pripravené kapsle byly zavatreny do hlinikovych sacka a ulozeny do stabilitni komory
pii 25 °C a 60% relativni vlhkosti. Ve stanovenych Casech 0, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 a 24 byly
odebirany vzorky na stanoveni poctu cfu jednotek (dle Miles — Misra metody) a vodni

aktivity, ktera byla stanovovana na zatizeni Aqualab 4TE.
5.6 Primarni baleni probiotickych pripravku
5.6.1 Srovnani pouzivanych blistrovacich félii

5.6.1.1 Vybér blistrovaci folie

Pro sledovani zavislosti poctu Zivotaschopnych probiotickych bunék ve findlni formulaci
balené v riiznych typech blistru byly pouzity vybrané folie dle tabulky (Tab. 5).
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Tab. 5: Seznam pouZivanych blistrovacich folii

Typ folie Vyrobce SloZeni vrstev
PVC Ergis-eurofilms PVC
(jednovrstevna)

PVDC (duplex) Klockner PVC/PVDC
Triplex PVDC Klockner PVC/PVDC/PVC
Triplex PE Gallazzi PVC/PE/PVDC

5.6.1.2 Priprava pevné lékové formy

Pro srovnani blistrovacich folii byly pfipraveny kapsle s obsahem probiotické smési dle
slozeni uvedeného v tabulce (Tab. 6). Odvazené a presaté suroviny byly rucné
homogenizovany, na zavér byl pfidan stearan hofecnaty a kapslovina byla znovu dukladné
promichana. Vysledny homogenizat byl plnén na ruénim kapslovacim zafizeni do

transparentnich HPMC kapsli velikosti 1.

Tab. 6: SloZeni pevné lékové formy pro test srovndni blistrovacich folii

Surovina % Hmotnost (mg)/cps.
Kukuficny Skrob 85,57 260,20
Lactobacillus plantarum 4,50 12,00
Lactobacillus paracasei 9,00 25,00
Stearan hoteCnaty 0,93 2,80
Celkem 100,00 300,00

5.6.1.3 Blistrovani vzorkn

Blistrovani produktu probihalo na blistrovacim zafizeni KWANG. Pro blistrovani byly
nastaveny podminky dle doporuc¢eni dodavatele priislusné folie. Druha cast blistru byla
tvorena hlinikovou folii o tloustce 0,020 mm. Po zablistrovani byla provedena zkouska

tésnosti blistru.

5.6.1.4 Stabilitni hodnoceni vzorku balenych do riznych blistrovacich folii

Pripravené blistry byly fadné oznaceny a vlozeny do stabilitni komory. Stabilitni komora byla
nastavena dle parametri pro dlouhodobou stabilitni studii; tj. 25°C a 60% vlhkosti (dle
Ceského 1ékopisu 2009, Doplnék 15).
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V predem stanovenych intervalech O, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 23, 35, 46 a 60 tydnt byly odebrany
vzorky na stanoveni vodni aktivity. Pro ziskani presnéjSich vysledkt byla vodni aktivita
stanovovana pro kapslovinu ze Ctyf vysypanych kapsli a pro prazdné vysypané kapsle. Métfeni
vodni aktivity bylo provadéno na zafizeni Aqualab 4TE, vzdy pii 25°C. V poslednim

stabilitnim bod¢ byl stanoven pocet zivotaschopnych bunék.

5.7 Statistické zpracovani vysledku

Na vyhodnoceni byl pouzit Studentiv dvouvybérovy neparovy T-test. Tento test dokaze urcit,
zda dvé normalni rozdéleni majici stejny rozptyl, z nichz pochézi dva nezéavislé vybéry, maji
stejné stfedni hodnot. Tedy ze pochazeji z jednoho stejného vzorku. Shodnost rozptyla byla
ovérena F-testem. Pokud vysledna hodnota p > 0,05 jsou rozptyly obou dat stejné a muze byt
pouzit T-test.

T-test je nasledné vypocitan podle vzorce:

P — X, _X‘?_
Sxixe - \/ng +
kde:
1
S_‘{L‘{g = vilﬁt'g%q + Sg‘xg)

sx1 — smerodatna odchylka souboru 1

Sx2 — smerodatna odchylka souboru 2
X, - prumér souboru 1

Xz — primér souboru 2
n; — pocet hodnot v souboru 1

n, — pocet hodnot v souboru 2

Vypocitana hodnota byla srovnana jako s tabelovanymi hodnotami pro hladinu vyznamnosti
0,05 a ptevedena na p. Pokud p < 0,05 jsou soubory ze skupin s odlisnou stfedni hodnotou —

jsou tedy odlisné pii 95% pravdépodobnosti.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Kultivace probiotické biofilmové kultury

Prehled vybranych nosi¢i pro studium tvorby biofilmu u vybranych probiotickych kment a

schopnost téchto kment tvofit biofilmovou vrstvu na nosici je shrnuta v tabulce (Tab. 7).

Tab. 7: Tvorba probiotického biofilmu (L. acidophilus, B. longum a B. breve) na vybranych
nosicich

Vybrany nosic¢ Lactobacillus Bifidobacterium  Bifidobacterium
acidophilus longum breve
(CCM 4833) (CCM 4990) (CCM 3763)
Polymery
copovidon X X X
Alginat sodny XX XX XX
Nanohedvabi X X X
Bramborova vlaknina XX XX X
Karagenan XX X X
Ovesna vlaknina XX XX XX
Kukufti¢ny Skrob X X X
Zdroje minerdlnich latek
FosforeCnan vapenaty X X X
Kaolin X X X
Oxid kiemicity XXX XXX X
Komplexni potravinové matrice
Mouka hladka X X X
Kroupy (jemné mleté) X X X
Hrach (jemné mlety) XX X XX
Cocka (jemné& mletd) X X X
Mak (jemné mlety) X X X
Pohanka (jemné mletd) XX XX XX

* Data jsou hodnocena jako mira adheze probiotickych bunék na nosic, kde X znamenda
neprilnavost bunék na povrch, XX vyjadruje nizkou miru adheze a XXX znaci castecnou nebo

plnou adhezi probiotickych bunék na nosic.

Ze vSech testovanych materiald pouze oxid kfemicity je nosiCem, ktery umoziiuje na svém
povrchu tvofit biofilmovou vrstvu probiotickych bunek, a to jak v pfipadé kmene

Lactobacillus acidophilus CCM 4833, tak v ptipadé Bifidobacterium longum CCM 4990
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(Obr. 1). Kmen Bifidobacterium breve CCM 3763 netvoril biofilm na casticich oxidu
kfemicitého ani na jinych nosi¢ich studovanych v této praci. Cela fada nosicu (alginat sodny,
bramborova vlaknina, ovesna vlaknina a pohanka) vykazovala pii prvotnim sledovani urcitou
miru adheze v pfitomnosti L. acidophilus a B. longum. Tato adheze byla ale pozd¢ji
identifikovana spiSe jako zachyt probiotickych bunék do komplexni nebo polymerni struktury
nosice a adheze bun¢k byla vyloucena. Jev zachytavani bunék do struktury nosice byl
pozorovan také v pfipadé B. breve v kombinaci s alginatem sodnym, ovesnou vlakninou,

hrachem a jemné¢ mletou pohankou.

SEM HV: 7.0 kV | - MIRA3 TESCAN
View field: 100.0 pm
Det: InBeam SM: RESOLUTION
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SEM HV: 7.0 kV WD: 4.01 mm (o MIRA3 TESCAN

View field: 563.1 ym Print MAG: 3.35kx 10 pm
b) Det: InBeam SM: RESOLUTION

Obr. 1: Fotografie biofilmu a) Lactobacillus acidophillus CCM 4833 a b) Bifidobacterium
longum CCM 4990, pod elektronovym mikroskopem (MIRA3 Tescan) na cdstici oxidu
kremicitého

Cela tada nosica ale naopak nevykazovala zadné znaky adherence probiotickych bunék ani
naznak zachytavani bunék do komplexni nebo polymerni struktury nosi¢i. Mezi takové
nosice patfil copovidon, nanohedvabi, kukufi¢ny skrob, fosfore¢nan vapenaty, kaolin, mouka,
kroupy, mak nebo jemné mletd CoCka. Na obrazku (Obr. 2) je patrny rozdil mezi tvorbou
biofilmu kmenu L. acidophilus na oxidu kfemicitém a pozorovani planktonické formy
bakterialni kultury v pfitomnosti kukufi¢ného Skrobu, ktery se ukéazal jako nevhodna Castice

pro tvorbu biofilmu.

Za adhezi bakterialni buniky na povrch nosice je odpovédnych né€kolik parametra, mezi néz se
velkou mérou zasazuje zejména povrch probiotické buriky a vrchni vrstva nosice. Vyslednou
vlastnost interagujicich povrcht pak zajistuje soucet nespecifickych a specifickych interakci.
Mezi nespecifické interakce jsou fazeny zejmeéna elektrostatické a hydrofobni sily, sterické

stinéni, van der Waalsovy sily, teplota, pH nebo hydrodynamické sily (194). Nespecifické
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interakce jsou vedeny pres strukturni vybézky bunééné stény (pilli). Tyto struktury jsou
fizeny geneticky (195). Tvorba biofilmu byla jiz dfive popsana a intenzivn€ studovana
v pfipadé patogennich mikroorganismu, v této praci ale bylo ovéfeno, ze i prospeésné
probiotické bakterie maji genetickou vybavu a mohou syntetizovat proteinové struktury na
povrchu svych bunék. Tyto struktury mohou byt nasledné vyuzity pii adhezi na pecliveé

vybrany abioticky povrch ve formé volného nosice, jehoz pouziti dovoluje evropska

legislativa do dopliku stravy a dietetickych veterinarnich piipravka.
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b)

Obr. 2: Sledovani tvorby biofilmu kmene L. acidophilus CCM 4833 v pritomnosti a)
kukuricného Skrobu, b) oxidu kifemicitého; pod optickym mikroskopem NIKON Eclipse I 400.
Probiotické buriky byly vizualizovany barvenim dle Grama.

Nase studie také potvrdila, ze schopnost adheze bunék na nosi¢ a nasledna tvorba biofilmu je
kmenové specifickd vlastnost bakteridlniho kmene. Ne&které probiotické buriky
pravdépodobné nemaji genetickou vybavu na to, aby mohly pfilnout k abiotickému povrchu a
tvofit na ném souvisly biofilm. V prubéhu testovani se nepodafilo nalézt kmeny, které by
vykazovaly stejné vlastnosti adheze na vSech vybranych povrSich. Tato hypotéza byla
podlozena jiz dfive dal§imi autory, ktefi studovali formovani biofilmu na polystyrenovych

mikrodestickach (196) nebo krycich sklickach (197).

6.2 Sledovani  Zivotaschopnosti probiotickych biofilmovych bunék

v simulovaném prostiedi zazivaciho traktu

Probiotické mikroorganismy mohou mit prospéSny efekt na zdravi hostitele, pokud jsou
dodavany v adekvatnim mnozstvi do zazivaciho traktu hostitele. Pravé adekvatni mnozstvi je
kritickym parametrem. Zazivaci trakt hostitele disponuje celou fadou ochrannych
mechanismu, které maji skodlivy vliv na mikrobialni bunky a casto dochazi k jejich thynu.

Nejvyznamnéj§i vliv na thyn bunék ma kyselé prostfedi zaludku a pfitomnost zluci a
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zluCovych kyselin v tenkém stievé. Odolnost vici témto prostfedim je zasadni pfi transportu

probiotickych bun¢k do mista urceni — tlustého stfeva hostitele (198).

6.2.1 Vliv roztoku kyselych soli na viabilitu biofilmovych bunék

Probiotické bakterie ve formé biofilmu maji vyssi toleranci ke kyselému solnému roztoku,
ktery navozuje v experimentu prostiedi zaludku, nez planktonicka forma bunék. Vysledky

srovnavaciho testu jsou uvedeny v tabulce (Tab. 8).

vvvvv

ptipadech. Nejvyssi rozdil zivotaschopnosti biofilmu a planktonické formy byl sledovan
v ¢ase 120 minut, kdy planktonicka forma vykazovala pouze 71,9 + 3,2 % zivych bunék, ale

biofilmova probiotika si zachovala 90,5 + 0,1 % své zivotaschopnosti.

Pti zvySeni pH (pH 2) byla zaznamenana urcitd zvySena tolerance planktonickych bunék
k prostfedi. Tato adaptace planktonickych bunék byla sledovana po 30 minutach inkubace
vzorku. Vysledné hodnoty pro vzorek obohaceny nosi¢em a bez néj se statisticky nelisily na
zvolené hranici vyznamnosti (p>0,05). Pti delSim pasobeni kyselého prostiedi jiz dochazelo k
poklesu poctu zivych bunék v piipadé kultury bez nosice, kdezto biofilmova kultura
vykazovala resistenci vaci kyselému pH 2. Nejvyssi pokles bunék v kultufe bez nosice byl
sledovan po 120 minutach inkubace, kdy pocet zivych bunék poklesl na 75,5 + 2,3 %, kdezto
biofilmova kultura stale obsahovala 90,7 = 0,4 % zivych bun¢k.

Pfi dalsim navyseni pH (pH 3) byla znovu sledovéna zvySena odolnost k pfitomnému
prostiedi. Po 60 minutach ptsobeni byla sledovana statisticka shodnost vysledkti na zvolené
hladin€é vyznamnosti (p>0,05). Po 60 minutové inkubaci obsahovala planktonicka kultura
88,4 + 1,3 % zivych buné€k a biofilmova kultura vykazovala 94,8 + 0,4 % zivotaschopnych

bunék. Nevyssi rozdil byl opét pozorovan pii pusobeni kyselého prostiedi po dobu 120 minut.
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Tab. 8: Sledovdni Zivotaschopnosti bunék po pusobeni kyselého roztoku (pH 1, 2, 3)

pH Doba Zména viability bunék Zména viability
[minuty] bez nosice [%] bunék s nosicem [%)]

30 75,5+ 1,8 95.7+0,4

' 60 71,9+32 932402
120 71,9+32 90,5+ 0,1
30 (85,5 +3,2)* (95,6 + 2,6)*

2 60 86,5+ 1,5 91,8+ 0,3
120 75.5+23 90,7+ 0,4
30 84.7+23 94,8 + 0,3

3 60 (88,4 +13)° (94,8 + 0,4)°
120 75,5+ 1,8 93.8+0,7

* Hodnoty oznacené stejnym pismenem nejsou statisticky odlisné na dané hladiné

vyznamnosti (p>0,05).

Timto testem byla potvrzena hypotéza, ze probioticka kultura rostla na volném nosi¢i mize
vykazovat vys$si pocCet zivych buné€k po pusobeni kyselého prostiedi nez kultivace submerzni.
Ve vsech studovanych pripadech bylo u planktonickych vzorka po 120 minutach kolem 72 %
zivych bungk, ale v biofilmovych vzorcich pfesahovala zivotaschopnost bunék 90 %. Rozdil
v poctu zivych bunék mezi planktonickou a biofilmovou formou se pohyboval kolem 15 %.
Tyto vysledky podporuji diivéjsi publikace, které sice nepopisuji biofilm na volném nosici,
ale pouze dostatecné koncentrované imobilizované buiiky. Tyto buriky jsou nasledné schopny
indukovat mezibunécnou komunikaci nazyvanou ,,quorum sensing“, ktera spousti jak
mechanické, tak geneticky fizené procesy na obranu bunécné komunity pii meénicich se

podminkach prosttedi (199).

Test dale prokazal zavislost prezivani bunek na pH okolniho prostfedi. Nebyla ale prokézana
linearni zavislost poklesu poctu zivych bunek s poklesem pH ani u jednoho ze studovanych

vzorku.
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6.2.2 Vliv extraktu zluéi na viabilitu biofilmovych bunék

Sledovani zivotaschopnosti probiotickych bunék biofilmu pfi plisobeni zlu¢i bylo srovnano
s viabilitou plaktnickych bunék za stejnych podminenk. Vysledky srovnani jsou uvedeny

v tabulce (Tab. 9).

Tab. 9: Sledovdni Zivotaschopnosti bunék po pusobeni 0,3% roztoku praseci Zluci

Doba [minuty] = Zmeéna viability bunék  Zména viability bunék

bez nosice [%)] s nosi¢em [%]
0 100,0 + 1,6 100,0 = 0,7
60 78,9+ 1,8 97.5+ 1,0
120 773 +0,7 95,6+ 1,9
180 742+ 14 97.0+12
240 682+ 1,1 982 + 1,0

Probiotické mikroorganismy jsou schopné odolavat urcité koncentraci zluci, coz vychazi
zejména z piedpokladu, ze musi projit zazivacim traktem, ktery takové podminky standardné
udrzuje. Tolerance vuci zluci u probiotickych mikroorganisma se 1isi v ramci jednotlivych
druhti (200) a zavisi pfedev§im na pavodnim biotopu, ze kterého byl dany kmen ¢i druhu
izolovan. Dnes je jiz znamo, ze kmeny izolované ze zazivaciho traktu lidské populace maji

vyssi schopnost prezivat nez probiotické bunky izolované z jinych zdroji (201).

V predlozené praci ptfitomnost zlu¢i vyznamné€ ponizila pocet zivotaschopnych bunék.
S pfibyvajici dobou expozice se témer linearné snizovala zivotaschopnost planktonickych
bunék. Po 240 minutovém pusobeni poklesl pocet zivotaschopnych bunék o vice jak 30 %
(68,2 £ 1,1 %). Tento fenomén ale nebyl zaznamenan v pfipadé biofilmové probiotické
kultury. Kultura doplnéna nosi¢em vykazovala po celou dobu hodnoceni vysoké procento
zivotaschopnosti bunék a procento zivych bunék nekleslo pod 95 % (95,6 £ 1,9%; po 120
minutach). Zatimco thyn planktonickych bunék vykazoval linearni pokles, biofilmové bunky
si udrzovaly téméf konstantni miru poklesu po celou dobu sledovani. Po 240 minutovém

pusobeni byla naméfena zivotaschopnost bunék v biofilmu 98,2 + 1,0 %.

Tyto vysledky predpovidaji, ze probiotické mikroorganismy mohou za urcitych podminek

disponovat stejnymi vlastnostmi jako napiiklad komenzalni mikroorganismy nebo patogeny.
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Tyto mikroorganismy cilené¢ tvofi biofilm na rdznych organickych i anorganickych

strukturach a chrani své burky pred kontaktem se Skodlivymi vlivy vnéjsiho prostiedi (202).

6.3 Zpracovani biofilmovych probiotickych kultur pro farmaceutické tucely

6.3.1 Srovnani ucinnosti lyofilizace a fluidniho suSeni pro probiotické smési

Pro zpracovani tekuté kultury lze pouzi celou fadu suSicich technik. Pro tuto praci byly
vybrany dvé susici techniky — lyofilizace a fluidni suSeni. Pro srovnani téchto metod byly
ptipraveny kultivace bakteridlni kultury L. acidophilus a nasledné byly suSeny v kombinaci
s protektivnimi €inidly. Vysledky srovnani lyofilizace a fluidniho suSeni v pfipad¢, ze kultura
vyrustala na sladké syrovatce, jsou uvedeny v grafu (Graf 2). Lyofilizace je Setrnéjsi
technikou pro primyslovou vyrobu praskovych probiotickych smési. OvSem lyofilizace i
fluidni suseni musi byt provedeno za pritomosti protektivnich latek v médiu. Mezi vybranymi
kombinacemi protektivnich latek neni patrny vyznamny rozdil pii lyofilizacnim susSeni a
vysledné hodnoty koncentrace Zivych bunék se pohybuji kolem hodnoty 2,0-10® cfu/g susené
smesi.

Mirné rozdily jsou pozorovany mezi smeésmi pouzitymi pro fluidni suseni. V tomto pfipadé
dosahovala k hodnot& (2,7 + 0,5)-10" cfu/g suSené smési. Manitol je obecné uZivanou
protekéni latkou pfi susSeni probiotik (204, 205) Vybér vhodného protekéniho média je ovSem
kriticky u obou metod. Kombinace MCC a HPMC vede k poklesu poctu bunék béhem

procesu suseni.

Pti srovnani lyofilizace a fluidniho suSeni jsou jiz patrné vyznamné rozdily. V piipadé suSeni
smési doplnéné o manitol dosahuje rozdil poctu zivych bunék po stanoveni 91%, u smeési

obsahujici inositol byl sledovan pokles zivych bun¢k témét o 94%.
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Graf 2: Srovnani metody suseni probiotické kultury s nosicem lyofilizaci a fluidnim suSeni.
Kultura L. acidophilus rostla na sladké syrovatce byla susena ve smési 1) s MCC (kontrola),
2) ve smési s HPMC, 3) v kombinaci MCC, HPMC a manitol a 4) MCC, HPMC a inulin.

Podobné vysledky byly ziskany i v pfipadé, ze kultura L. acidophilus vyrustala na
syntetickém médiu (Graf 3). Zatimco pfi fluidnim suseni jsou jen patrné mirné rozdily v poctu
zivych bunék u sledovanych protekéni médii, u lyofilizace byl naméfen nejvyssi pocet zivych

bunék v médiu obsahujicim pouze MCC a HPMC ((2,8 £ 0,5)-10’ cfu/g).
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o
~
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M Lyofilizace (MRS) @ fluidni suseni (MRS)
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Graf 3: Srovnani metody suSeni probiotické kultury s noSicem lyofilizaci a fluidnim suSeni.
Kultura L. acidophilus rostld na syntetickém MRS médiu byla susena ve smési 1) s MCC, 2)
ve smési s HPMC, 3) v kombinaci MCC, HPMC a manitol a 4) MCC, HPMC a inulin.

Déle byl pozorovan vliv kultivaéniho média probiotického kmene (Tab. 10). Syntetické MRS
médium negativné ovliviiuje fluidni suSeni bakterialniho kmene. Dle piedlozenych vysledkt
doslo k poklesu poctu zivych bunek za pfitomnosti MRS média pfi fluidnim suSeni az o 96%
ve srovnani se sladkou syrovatkou ve smési s MCC, HPMC a manitolem.

Tab. 10: Srovndni viability probiotickych bunék po suSeni za pouZiti ruznych protekcnich a
kultivacnich médii

proces suseni lyofilizace fluidni suSeni

ku'l tl‘vacnl MRS syrovatka MRS syrovatka
médium

MCC (3,0£0,4)10" (1,8+0,3)-10° (6,7+£02)-10°  (5,4+0,7)-10*
MCC,HPMC  (12£03)-10° (1,9+0,4)-10° (1,6+04)-10°  (1,5+0,6)-10’
MCC, HPMC, 8 8 6 7
manitol (2,8+£0,5)-10° (2,5+0,5)-10° (1,2+0,4)-10 (2,7+0,5)-10
MCC, HPMC 8 g 6 .
isomalt (1,65+0,2)-10° (1,9+0,8)-10° (1,2£0,3)-10 (1,2£0,4)-10

Vyssi pocCet zivych bunék v syrovatkovém médiu je pravdépodobné zptisoben komplexnosti
pouzitého média. Syrovatka obsahuje komplex piirodnich latek, z nichz nékteré mohou plnit
funkci dopliikového protektiva a tim se vyznamné 1isi od nakupovanych syntetickych médii

(2006).

Pfi tomto testu byl obecné sledovan nizsi pocet zivych bunék po fluidnim suSeni. Pokles
zivotaschopnosti bunék muze byt zptsoben dlouhym procesem suSeni pii relativné vysoké
teploté¢ v kombinaci s vysokou vlhkosti. Dalsi nevyhodou metody je vysoka vodni aktivita,
ktera po fluidnim suSeni zistava v produktu a pro dlouhodobé skladovani by bylo nutné

volnou vodu z produktu odsusit.

6.3.2 Vliv teploty fluidni susarny na produkt

Pro fluidni suSeni je idealni vysoka teplota. V piipadé probiotickych piipravku, které jsou
citlivé na vyssi teplotu, je nutné tento parametr dusledné kontrolovat, zejména pokud jsou
probiotika vystaveny vyssi teploté v kombinaci s vysokou vodni aktivitou. Z tohoto divodu

byl sledovan vliv teploty a délky suSeni na vysledny pocet zivych bunék po suseni.

Graf 4 prezentuje ziskané vysledky. Za pouziti teploty 25°C nebyl pozorovan vyznamny

rozdil mezi poctem zivych bunek v zavislosti na pouzitém protektivnim médiu. Vliv
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protekéniho média byl zaznamenan pii 35°C, kdy vzorek doplnény o manitol vykazoval o
61 % vyssi pocet zivych bunek ((1,7 £ 0,4)-108 cfu/g) nez formulace bez manitolu ((6,6 +
0,5)-10" cfu/g).

1,00E+09
o 1,00E+08 -
2
[P
g0 m25°C
= 1,00E+07 - m35°C

1,00E+06 -

1 2
typ smési

Graf 4: Vliv teploty a délky suseni na pocet cfu jednotek v susené smési doplnéné (i) o MCC a
HPMC a (ii) o MCC, HPMC a manitol

Ve formulaci obsahujici manitol je mirné patrny vliv teploty na vyslednou viabilitu buné¢k.
Podet zivych bun&k po fluidnim sueni pfi 25°C po dobu 3,5 hodiny byl (1,2 £ 0,4)-10® cfu/g,
kdezto po 2 hodinovém fluidnim suSeni pfi teploté 35°C by pocet zivych bunék stanoven na
(1,7 + 0,4)-10° cfu/g. Teplota suseni zfejmé nema takovy vyznam a spie se projevuje
v kombinaci s vodni aktivitou a délkou suSeni. Proto lze fici, ze pro suSeni probiotik je
vhodnéj§i teplota 35°C, ktera zajisti kratsi Cas suSeni a zamezi tak dlouhodobé expozici

bakterialnich bun¢k dostupné vodé v produktu.

6.3.3 Srovnani vlivu teploty skladovani a vodni aktivity na Zivotaschopnost

probiotickych bunék

Cilem testu bylo sledovani schopnosti prezivani probiotickych bunék pfi raznych

skladovacich podminkach a za riznych podminek vodni aktivity.
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Graf 5: Sledovani poctu Zivotaschopnych bunék v probiotiku pri ruznych vodnich aktivitach

smési skladovanych v lednici (2-8°C)
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Graf 6: Sledovani poctu zZivotaschopnych bunék v probiotiku pri ruznych vodnich aktivitach

smési skladovanych pri 25°C.

Zavislost prezivani probiotickych ptipravki zavisi na teploté skladovani. Pokud je udrzovana

nizka teplota 2-8°C, jsou probiotické buriky schopny piezivat. Po 6 mésicich obsahovaly

vzorky skladované v lednici vice jak 5-10° cfu/g (Graf 5). Toto hodnota spliiuje kritérium

dané evropskou legislativou na probioticky pfipravek.
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Prezivani probiotickych bunék muze byt zvySeno udrzenim nizké vodni aktivity i pfi
skladovani za vysSich teplot (Graf 6). Pokud byl vzorek skladovan pii 25°C a nizké vodni
aktivitd (0,1), poklesla Zivotaschopnost bun&k o 59 % (9,5-10" cfu/g). Jakmile byla vodni
aktivita zvySena na 0,25, uhynulo témé&F 100% probiotickych bundk (< 1,0-10% cfu/g).
Kombinace nizké teploty a nizké vodni aktivity je nejvhodnéjsi pro skladovani probiotickych
pripravku. Pii skladovani v lednici a vodni aktivité 0,1 byl po 6 mésicich sledovan pokles
v Zivotaschopnosti bundk pouze 3% (2:10° cfu/g). Pfi vodni aktivité 0,25 byl sledovan
razantng&jSi pokles (o 15%), ale ve srovnani se vzorky skladovanymi pfi pokojové teploté, je
viabilita bunék vyssi.

Ziskané vysledky dokladaji, ze pokud je nutné skladovat probiotické piipravky po delsi
Casovy usek za pokojové teploty, je zaroven nutné snizit vodni aktivitu skladovaného
produktu ¢i vzorku. Tento fakt vyznamné ovliviiuje vybér obalovych materiall pro
probiotické pripravky zejména ve formé dopliiki stravy. Pii vybéru primarnich obalovych
materiald je nutné tedy zajistit, aby probiotické ptipravky mély na vstupu pied balenim
nizkou vodni aktivitu (pod 0,15) a byly baleny do materialt nepropustnych pro vodni paru a

kyslik.
6.4 Technologie 1ékovych forem
6.4.1 Vyroba probiotickych tablet

6.4.1.1 Vliv vodni aktivity vstupni tabletoviny na stabilitu vysledného produktu

Vysledky stanoveni poctu zivych bunék v tableté, ktera je pfipravena z vysuSené tabletoviny
(aw < 0,1) a nevysusené tabletoviny (aw 0,2-0,3), v prubéhu skladovani jsou uvedeny v grafu

(Graf 7).
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Graf 7:Zivotaschopnost bunék v tableté pripravené z tabletoviny o vodni aktivité <0,1 a
z tabletoviny o vodni aktivité 0,2 - 0,3.

Stabilitni hodnoceni prokazalo, ze pocet zivotaschopnych bunék se v uvedenych piipadech
nelisi a lze tedy vyrabét tablety jak z tabletoviny, ktera byla pfedem vysuSena (aw 0, 1), tak 1
z tabletoviny, ktera pfi tabletovani méla vyssi hodnoty vodni aktivity (aw 0,2-0,3). Soucasné
bylo dolozeno, ze kratkodobé vystaveni probiotické kultury vyssi vodni aktivité (do 0,3) nema

vyznamny vliv na naslednou stabilitu v prubéhu skladovani.

V ramci technologie vyroby tablet je z praktického hlediska snadné&jsi pfipravit tabletovinu,
ktera je vysuSena na hodnotu mensi nez 0,3 aw. Takto lehce prosusena smés nenasava tak
rychle vlhkost z prostfedi (do 25°C; do 30% vlhkosti) a s takto upravenou surovinou je tedy

snadné&jsi manipulace.

Prace s jiz vysuSenym materialem (aw 0,1) je nerealizovatelna ve standarnim farmaceutickém
velkoobjemovém procesu vyroby. Tabletovina je sloZzena z materiall, které vysoce absorbuji
vodu a rychle dosahuji rovnovahy vodni aktivity mezi sledovanym materidlem a prostiedim a

hodnota vodni aktivity rychle dosahuje pfiblizn€ na 0,3.

6.4.1.2 Stanoveni poklesu poctu Zivych bunék béhem procesu vyroby tablet

Veskeré nakladani s probiotickym kmenem znamena obecné tthyn ¢asti probiotické kultury a
to zeyména vlivem mechanického namahani nebo teploty a vlhkosti. Sledovani kratkodobé

expozice vlhkosti béhem procesu tabletovani bylo diskutovano v kapitole 6.4.1.2.
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V této kapitole je sledovano, jak se zméni pocty zivych bunék, podléha-li probioticka kultura

zakladnimu procesu technologického zpracovani — sitovani a homogenizace ¢i tabletovani.

Na zakladé stanoveni poCtu cfu jednotek u zdrojovych probiotickych kment byl stanoven
polatedni teoreticky podet cfu jednotek v tableté (1,8-10' cfu/tbl) Po sitovani a
homogenizaci poklesl poet cfu jednotek o 60 % (7,2-10° cfu/tbl.). Na zavér byl stanoven
poet cfu jednotek ve finalni tablet& o pevnosti 70 — 90 N. Tableta obsahovala pouze 3,6-10°

cfu/tbl., coz predstavovalo pouze 20 % ptavodniho teoretického poctu zivych bunék v tableté.

Pii teoretickém navrhu tablet je potfeba pocitat s poklesem poctu zivych bunék vlivem
technologického zpracovani. Tento pokles byl na zakladé testu vypocitan na 80% a pro
standardni farmaceutickou vyrobu je proto nutné pracovat pii teoretickém néavrhu

probiotickych tablet s 80 — 100% navysSenim poctu zivych bunék.

6.4.1.3 Hodnoceni vlivu pevnosti tablety na pocet Zivych bunék béhem tabletovani

Vysledky technologickych a mikrobiologickych parametrii tablet s obsahem inositolu a

mikrokrystalické celuldzy ihned po tabletovani jsou uvedeny v tabulkach (Tab. 11) a (

Tab. 12).

Tab. 11: Parametry tablet s obsahem inositolu ihned po lisovani

Cislo pevnost  lisovaci  odér vyska aw pred aw po
, tablety - v« . cfu/tbl.
vzorku [N] sila [KN] [%] suSenim suSeni
[mm]
la 69 £ 1 2,3 0,50 6,09 +0,01 0,15 0,05 (9,2+0,3)-10°
2a 87+2 2,8 0,37 5,98 +0,02 0,15 0,07  (4,9+0,6)-10°
3a 121 +4 32 0,25 5,76 +0,01 0,15 0,05 (7,4+0,3)-10°
Tab. 12 Parametry tablet s obsahem mikrokrystalické celuldzy ihned po lisovani
Cislo pevnost  lisovaci  odér vyska aw pred aw po
, tablety - v« . cfu/tbl.
vzorku IN] sila [KN] [%] suSenim suSeni
[mm]
1b 74 +£2 2,1 0,55 6,50=+0,02 0,15 0,10  (8,3+0,5)-10°
2b 93+5 2,8 0,42 6,32+0,04 0,15 0,11 (8,1£0,3)-10°
3b 126 £3 3,0 0,35 6,12+0,02 0,15 0,10  (7,3£0,6)-10°

V pfipadé tabletoviny sisomaltem byl pozorovan nejvyssi pokles poctu zivych bunék
((4,9 £ 0,6)-10° cfu/tbl) ve vzorku tabletovaném pfi lisovaci sile 2,8 kN (87 = 2 N). Ackoliv
byl ocekavan nejvyssi pokles poctu zivych bunék v piipadé nejvyssi pevnosti/nejvyssi
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lisovaci sily, zde tento trend nebyl pozorovan. Pokles poctu zivych buné€k mohl byt zptisoben
vyss$i vodni aktivitou, ktera po vysouSeni zustala v tableté¢ (0,7) oproti zbyvajicim dvéma
vzorkiim. Mize se ale také jednat o chybu, ktera vznikla v pribéhu vyroby nebo pii nakladani
se vzorkem pred stanovenim. Nejvyssi pocet zivych bunék byl dle oCekavani naméfen u

vzorku, ktery byl lisovan silou 2,3 kN a vyslednou pevnosti 69 + 1 N.

Tablety obsahujici jako plnidlo mikrokrystalickou celulozu jiz vykazovaly linearni pokles
poctu cfu jednotek pfi zvySovani lisovaci sily. Zatimco pfi lisovaci sile 2,1 kN (pevnost
tablety 74+ 2N) bylo v tabletd (8,3£0,5)-10° Zivych bunék, pii lisovaci sile 3,0 kN
obsahovala tableta pouze (7,3£0,6)-10° Zivych bunék. V tomto piipadé bylo potvrzeno, e
vyssi lisovaci tlaky maji vliv na zivotaschopnost bun¢k v tableté. Pokud ale vezmeme v ivahu
rozdily v po¢tu zivych bunék pro jednotlivé pevnosti tablet, pokles poctu bunék pouze o 2 %
byl pozorovan pii navySeni pevnosti tablety ze 74 £ 2 N na 93 £ 5 N. Pokles poc¢tu bunék o
dalSich 10 % byl pozorovan pii navySeni pevnosti tablety z 93 £ 5 N na 126 + 3.

Dle ziskanych vysledkt byla pro rutinni vyrobu navrzena pevnost tablet 70 — 80 N v pfipadg,
ze je pomocnou latkou isomalt (cukerna slozka). V pfipadech, kdy plnidlem je
mikrokrystalicka celuléza (nebo podobna vlaknina), se mize pevnost pohybovat v rozmezi
70 — 90 N. Pevnost nizsi jak 70 N nebyla testovana. Tablety o pevnosti nizsi nez 70 N jsou
ptilis kiehké a pii dalsim nakladani (oprasovani, blistrovani) mize dochazet k jejich rozbijeni
¢i droleni, coz vede ke znehodnoceni tablet. Dale nebyla testovana ani pevnost vyssi jak

120 N, kdy je jiz ptedpokladano vysoké procento poklesu zivych bunék vlivem lisovani.

6.4.1.4 Stanoveni délky vysouseni tablet v zavisloti na obsahu vysousedla

Vysouseni je dilezitou soucasti procesu vyroby tablet, zvlast€ v piipad€, ze pripravovana
tabletovina mé vodni aktivitu v rozmezi 0,1 — 0,3. Pro vysouseni tablet byla zvolena Setrna
technika, kdy jsou nalisované tablety zavafeny do pro vzduch nepropustnych hlinikovych
sacku s pridavkem silikagelu. Takto pfipravené sacky mohou byt nasledné ulozeny do
prostfedi v rozmezi teplot 2 — 8 °C (lednice). Ackoliv vysouSeni trva priblizné tyden,
skladovani za nizSich teplot soucasné zajistuje vyssi ochranu bunék pied zvySenou vodni

aktivitou.

Vysledky naméfenych hodnot vodnich aktivit pro jednotlivé vzorky tablet s pridavkem 10 %
a 14 % silikagelu jsou uvedeny v tabulce (Tab. 13).
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Tab. 13: Zavislost délky vysouSeni tablet na ruzném mnozstvi vysouSedla pro riizné druhy
tablet o riiznych pevnostech

Plnidlo Mnozstvi Pevnost 0. den sufeni 3. den sueni 6. den suSeni
tablety vysouSedla  tablety [N] = C¢msusent J.censusem 6. cen susent
70 0,160 0,046 0,042
14% 90 0,162 0,049 0,048
120 0,156 0,053 0,050
isomalt
70 0,160 0,048 0,041
10% 90 0,162 0,049 0,048
120 0,156 0,063 0,056
70 0,163 0,087 0,080
14% 90 0,155 0,102 0,094
120 0,160 0,103 0,095
MCC
70 0,163 0,092 0,084
10% 90 0,155 0,104 0,093
120 0,160 0,107 0,097

Isomalt je vhodnéjsi pomocnou latkou pro tabletovani probiotik z hlediska nasledného suseni
tablet. Zatimco u isomaltovych tablet klesla vodni aktivita pod hodnotu 0,1 jiz po tfech dnech
suSeni, tablety s mikrokrystalickou celuldzou se dostaly pod hranici vodni aktivity (0,1) az po

6 dnech, a i tak zastala vodni aktivita dvakrat vyssi nez v piipade€ isomaltovych tablet.

Vyssi rychlost suSeni isomaltu muaze byt podpofena jednodussi molekulovou strukturou
isomaltu. Isomalt je fazen mezi derivaty sachar6zy na bazi alkohold. Mikrokrystalicka
celuloza je komplexni polysacharid se slozitou strukturou, ktera je schopna velice snadno ve
struktufe zachytavat vodu. Struktura isomaltu oproti mikrokrystaliské celuloze nezachytava a

nezadrzuje ve své struktufe volnou vodu a lze ji snadnéji z této jednoduché struktury odstanit.

Vybrana mnozstvi silikagelu neméla rozdilny vliv na délku suseni, pokud porovname tablety
se shodnymi vstupnimi parametry. Lze tedy predpokladat, ze pro vysouseni tablet staci 10 %
silikagelu nebo méné. Pti 10 % obsahu silikagelu je kapacita vysousedla dostatecné vysoka na

to, aby nebyla zbytecné prodluzovana doba suseni tablet.
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Naopak zajimavé vysledky byly pozorovany v pripadé sledovani vodni aktvity v zavislosti na
pevnosti tablety v prub&hu vysouSeni. Zatimco v isomaltovych tabletach s 10% obsahem
silikagelu a pevnosti 70 N byla vodni aktivita 0,041, tableta o pevnosti 120N skladovana za
stejnych podminek méla vodni aktivitu 0, 056. Stejny trend byl pozorovan i1 u tablet
lisovanych z mikrokrystalické celulozy. V tableté o pevnosti 70 N (10% vysousedla) byla
vodni aktivita 0,084, kdezto tableta o pevnosti 120 N obsahovala vodni aktivitu 0,097.

Tato linearné rostouci zavislost je pravdépodobné dana faktem, ze tvrdost tablety ovliviiuje
rychlost prostupu volné vody tabletou a tim padem dochazi k vysSimu zadrzovani vody ve
struktufe tablety. Pfi praci stabletami, které je nutno po tabletovani vysouSet je tedy

doporucovana co mozna nejnizsi pevnost finalni tablety.

6.4.1.5 Vliv pevnosti a slofeni tablet na pocet cfu a vodni aktivitu v pribéhu

skladovani

Z vysledkt prezentovanych v tabulce (Tab. 14) je patrné, Ze pii skladovani probiotickych
tablet s isomaltem ma pevnost tablet vliv na pocet zivych bunék v dopliku stravy. Po 6
mesicich skladovani byly pocty zivych bunék pii pevnosti tablety 70, 90 a 120 N stanoveny
na (3,5 £ 0,2)-10%, (3,7 £ 0,3)-10° a (3,6 + 0,5)-10° cfu/tabletu. A&koliv doslo k poklesu po&tu
zivych bunék po 6 mésicnim sledovani, mens$i pokles byl piekvapivé zaznamenan v piipade
tablet o pevnosti 120 N (pokles zivych bunék o 51 % bunék). U tablet lisovanych na pevnost
70 N byl pokles Zivych bunék vyssi a z pavodnich (9,2 + 0,3)-10° cfu/tabletu poklesl podet
zivych bun&k na koneénych (3,5 + 0,2)-10° cfu/tabletu. Pokles Zivych bunék tedy dosahl 62%.

Zajimavosti vtomto piipadé byla skuteCnost, ze za dobu 6 meésici doslo k vyznamnému
navySenni vodni aktivity ve sledovanych vzorcich tablet. V pfipadé isomaltovych tablet
lisovanych pfi pevnosti 70 N vzrostla vodni aktivita z pocate¢nich 0,055 na konecnych 0,091.

Tablety lisované na 120 N vykazovaly nizsi narust vodni aktivity nez tablety o pevnosti 70 N.

Tab. 14: Zivotaschopnost bunék v tableté s obsahem isomaltu a jejich vodni aktivita pri
skladovani v zavislosti na pevnosti tablety

Pevnost 0. mésicu 3. mésice 6. mésicu
tablety [N]
cfu/tbl aw cfu/tbl aw cfu/tbl aw
70 (9,2+0,3)-10° 0,055 (5,7+0,3)10° 0076  (3,5+0,2)-10° 0,091
90 (4,9+0,6)-10° 0,073 (56+0,5-10° 0063  (3,7+03)10° 0,087
120 (7,4+0,3)-10° 0,054 (51+03)10° 0063 (3,6+0,5)-10° 0,087
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Zajimavé zavery vychazi z vysledkt poCtu cfu jednotek a vodnich aktivit tablet obsahujicich
mikrokrystalickou celulézu. Tyto vysledky jsou prezentovany v tabulce (Tab. 15). Zatimco u
tablet o pevnosti 70 N doslo k poklesu poc¢tu zivych bunek o 35 %, u tablet o pevnosti 90N
byl naméfen pokles o 31 % a u nejpevnéjSich tablet byl stanoven pokles zivotaschopnych
bunék pouze o 25 % po 6 mésicich skladovani. V pfipadé tablet s mikrokrystalickou
celulozou byla vodni aktivita nad hodnotou 0,1 a kolem této hodnoty vodni aktivita oscilovala
v naslednych stabilitnich bodech. Pokud pomineme zdroj zvySovani vodni aktivity, lze
z vysledki vyvodit, Ze u tablet s vySSi pevnosti dochazi k pomalejSimu transportu vody
v tableté a tedy vyssi ochrané bunék obsazenych v tableté. Této teorii napomaha i fakt, ze
mikrokrystalicka celuléza ma komplexni strukturu, ktera mize zadrzovat vodu nebo praveé
zamezovat jejimu transportu v matrix tablety.

Tab. 15: Zivotaschopnost bunék v tableté s obsahem mikrokrystalické celulozy a jejich vodni
aktivita pri skladovani v zavislosti na pevnosti tablety

Pevnost

tablety [N] 0. mésicu 3. mésice 6. mésicu
cfu/tbl aw cfu/tbl aw cfu/tbl aw
70 (8,3+0,5)10° 0,106 (8,0+0,6)-10° 0,090 (54+0,7)-10° 0,102
90 (8,1+£0,3)-10° 0,116 (6,9+0,7)-10° 0,087 (5,6+0,5)-10° 0,099
120 (73+0,5)-10° 0,102  (6,1+0,4)-10° 0,090 (55+0,4)-10° 0,116

Ackoliv bylo dfive uvedeno, ze tablety s pevnosti 120 N nejsou vhodné pro rutinni vyrobu
probiotickych tablet, tento test vykazuje pfesné opacné vysledky a jako nejvhodnéjsi pevnost
tablety udava 120 N. Vyssi pevnost pravdépodobné brani; jak transportu vlhkosti z tablety pfi
vysousSeni (viz kapitola 6.4.1.4), tak zpomaluje distribuci vlhkosti z okoli do tablety.

Pfi¢ina navySeni vodni aktivity béhem skladovani nebyla identifikovana. NavySeni vodni
aktivity bylo pravdépodobné zpusobeno pii vzorkovani tablet v jednotlivych stabilitnich
bodech. Svou roli mohl sehrat i nedokonaly svar hlinikového sa€ku nebo mikroskopické

trhliny v sacku, které vznikaji pfi manipulaci s obalovym materialem.

6.4.2 Vyroba probiotickych kapsli

Kapsle jsou Siroce pouzivanou lékovou formou pro dopliiky stravy s obsahem probiotik.
Oproti tabletam maji kapsle celou fadu vyhod, které zabezpeCuji snadné&jsi nakladani
s probiotickymi kmeny a soucasné zachovavaji vysoky pocet zivych bunc¢k ve finalnim
produktu.
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Nespornou vyhodou je jiz samotné technologie vyroby. Pii produkci kapsli jsou vyuzivany
kapslovaci linky, které plni kapsli predepsanym mnozstvim kapsloviny pouhym zahrnutim.
Pii této technologii neni vyvijen tlak na probiotické buriky, jako je tomu pfi procesu

tabletovani, a proto tato technologie nemam tak kriticky vliv na uhyn bunék.

Kapslovani je obecné technologie, ktera vyuziva suroviny i s vétSim prachovym podilem
Castic. To nabizi celou fadu materiald, které nelze vyuzit pro tablety, ale jsou vhodné pravé
pro kapslovani. Jednou z téchto surovin je specialné upraveny Skrob, ktery ma nizkou vodni

aktivitu a zajist'uje tak vhodné prostiedi pro latky citlivé na vlhkost.

Formulace obsahujici specialni Skrob a probiotickou kulturu byla podrobena stabilitni

zkousce. Vysledky stability jsou zachyceny na grafu (Graf 8).
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Graf 8: Vliv skrobu na stabilitu probiotického pripravku ve formé kapsle
Ziskané vysledky potrvzuji, ze pouzity Skrob je skutecné vhodnym materidlem pro produkci
kapsli s probiotickou kulturou. Kapsle i po 24 mésicich vykazuji vysokou koncentraci zivych

bunék. V ramci 2 ro¢ni stability doslo k poklesu poctu zivych bunék pouze o jeden tad.
6.5 Primarni baleni probiotickych pripravku

6.5.1 Srovnani pouzivanych blistrovacich félii
Jak jiz bylo uvedeno v teoretické Casti prace (viz Kapitola 3.4.3), ptitomnost kysliku a obsah
vody (vodni aktivita) jsou kritické parametry pro prezivani probiotickych mikrobialnich
bunék. Pro komer¢ni tcely je proto vybiran takovy primarni obalovy material, ktery ma co

nejnizsi hodnoty OTR a WVTR.
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Vybrané blistrovaci folie byly nejprve podrobeny srovnavaci studii, zahrnujici predevsim
parametry propustnosti pro vzdusny kyslik vyjadieny jako OTR - Oxygen transmission rate
(29°C; 0% RH) a vodni paru, kterou popisuje parametr WVTR — Water vapour transmission
rate (38°C; 90% RH). Zatimco OTR udava objem kysliku, ktery projde pies danou plochu za
jednotku ¢asu, WVTR vycisluje hmotnost vodni pary, ktera projde pies danou plochu za dany

Cas. Srovnani parametril vybranych blistrovacich folii je uvedeno v tabulce (Tab. 16)

Tab. 16: Porovnani parametrit OTR a WVTR pro vybrané blistrovaci folie

Typ félie OTR [cm’/m® x den] WVTR [g H,0 / (m* x den)]
PVC <16 <6,0
PVDC 0,70 0,55
Triplex PVDC 0,22 0,25
Triplex PE <0,10 0,07

Tab. 17: Vysledky méreni vodni aktivity ndplné kapsle a Zivotaschopnosti probiotickych bunék
pri ukonceni stabilitni studie

Doba (tyden)
typ folie CFUl/cps
0 1 2 4 6 8 12 16 23 35 46 60

PVC 0,03 0,08 0,14 024 040 - - - - - - - <2.10°
PVDC 0,03 0,04 0,04 0,05 005 006 008 0,09 011 021 027 036 <2.10°

Triplex 53 003 0,05 005 005 005 007 009 012 017 024 035 <2.10°
PVDC
IT)EPICX 0,02 0,04 0,03 003 003 003 003 003 003 004 006 008 54.10°

Tab. 18: Vysledky méreni vodni aktivity prazdné kapsle

typ folie Doba (tyden)

o 1 2 4 6 8 12 16 23 35 46 60
PVC 0,09 0,13 0,18 029 041 - - - - - o .

PYDC 0,09 0,09 0,11 0,12 012 0,111 0,11 013 0,17 0,19 027 036

Triplex
PVDC 0,12 0,09 0,11 0,13 009 009 0,11 0,13 013 0,19 026 037
IT,I‘::‘pleX 0,09 0,09 0,09 0,10 0,07 0,07 0,10 007 0,07 006 009 0,13
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Graf 9: Sledovdni parametru vodni aktivity ndaplné kapsli skladovanych v riiznych typech
blistrovacich folii podobu skladovani (25°C; 60% vihkost)
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Graf 10: Sledovani parametru vodni aktivity prazdné kapsle skladované (25°C; 60% vihkost)
v riiznych typech blistrovacich folii

Z vysledku v tabulce (Tab. 16) je pak patrné, Ze jednoducha jednovrstevna blistrovaci folie
PVC, ma mnohonasobn¢ vyssi OTR a WVTR parametry nez ostatni srovnavané folie. Tudiz

je predpoklad, ze PVC bude nejméné¢ vhodnym materidlem pro dlouhodobé uchovavani
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probiotickych matric. Naopak folie Triplex PE, vykazuje velmi nizké propustnosti jak pro
vodni paru, tak pro kyslik a zvybranych folii disponuje nejvhodnéj§imi parametry pro

skladovani probiotickych pfipravka.

Stabilitni studie prokazala nevhodnost pouziti PVC. Jiz po 4 tydnech vzrostla vodni aktivita
nad kritickou hranici vodni aktivity 0,15. Po 6 tydnech byla stabilita v PVC blistrech
ukoncena, vodni aktivita naplné kapsle byla 0,40 (Tab. 17, Tab. 18). PVC folie je hojné
uzivany typ materialu pro primarni baleni standardnich latek. Diky velkym propustnostem pro
vodni paru a kyslik je PVC obecné nevhodnou folii pravé pro materialy sensitivni na kyslik a

vzdusnou vlhkost.

PVDC i Triplex PVDC patii do kategorie vice vrstevnych folii. Parametry OTR a WVTR se
od sebe vyznamné nelisi, ackoliv PVDC je folie slozend ze dvou vstev a Triplex PVDC je
fazena do kategorie triplexovych folii. Provedeny test odhalil, Ze oba typy folii maji témér
identické hodnoty vodnich aktivit v prabéhu stability (Tab. 17, Tab. 18). V 35. tydnu byla
prekro¢ena u obou méfenych vzorka kriticka hodnota (0,15) vodni aktivity. Po 60 tydnech
stabilitni studie byla naméfena vodni aktivita naplné kapsle 0,36 v pripadé skladovani v
PVDC folie a 0,35 v pfipadé skladovani vzorku v Triplex PVDC folii. Ackoliv tyto folie

vykazuji vhodné&jsi parametry nez PVC, pro skladovani probiotik nejsou doporucovany.

Vhodnou folii pro dlouhodobou stabilitu ptipravkti obsahujicich probiotika je Triplex PE
fazend mezi triplexové folie. Vzorky balené do Triplex PE folie vykazovaly po celou dobu
stabilitniho sledovani nizké hodnoty vodnich aktivit a zadny ze stabilitnich bodi neptesahl

kritickou hranici vodni aktivity (0,15). Po 60 tydnech byla naméfena vodni aktivita 0,08.

Ve stabilitni studii byla také sledovana vodni aktivita kapsli, ve kterych byl produkt rozplnén
(Tab. 18, Graf 10). Vodni aktivita samotnych kapli je vzdy vyssi nez vodni aktivita napln¢.
D4 se tedy predpokladat, ze kapsle disponuje vétSim mnozstvim vody a zadrzuje ji ve své
strukture. Kapsle neplni funkci bariéry, ale predava postupné vodu dostupnou v okoli, do

materialu uzavieného v kapsli.

V 60. tydnu stablitni studie byla stanovena zivotaschopnost probiotickych bunék (Tab. 17).
Zatimco kapsle balené v PVDC a Triplex PVDC folii obsahuji mén& nez 2-10° cfu/kapli,
kaple balené v Triplex PE vykazuji stale vysoky podet Zivotaschopnych bungk (5,4-10°
cfu/kapli). Pro baleni probiotickych ptipravkia byly vybrany blistry tvofené folii Triplex PE.
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7 ZAVERY

V ramci ptfedlozené prace byla studovana schopnost probiotickych bakteridlnich bunék

(Lactobacillus acidophillus CCM 4833, Bifidobacterium breve CCM 3763 a Bifidobacterium

longum CCM 4990) tvofit biofilm na volnych nosic¢ich. Druha cast prace se zabyvala

srovnanim suSicich technik pro uchovavani biofilmovych kultur. Posledni Cast prace se

zabyvala technologickym zpracovanim probiotickych kultur, jejich primarnim balenim a

naslednym stabilitnim hodnocenim.

Prvni Cast prace se zabyva studiem vhodného volného nosice pro probiotické kultury.
Jako nejvhodnéjsi nosi€ se z Sirokého spektra testovanych surovin byly ureny ¢astice
oxidu kiemicitého, na nichz byl pod mikroskopem pozorovan souvisly biofilm tvofeny
bakteriemi L. acidophilus a B. breve. Komplexni potravinové matrice vykazovaly
nejprve casteCnou adhezi, pozdéji bylo ale pozorovano spiSe zachytavani bunék do

struktury a tvorba biofilmu nebyla potvrzena.

Biofilmova kultura L. acidophilus vykazovala ve srovnani s planktonickou formou
vys$$i odolnost vic¢i nizkému pH. Napiiklad pii pH 1 a po dobé pusobeni 120 minut
byl naméfen pocet zivych bunék nizsi o 20% vuci vzorku s biofilmovou kulturou.
Pouze ve dvou piipadech (pH 2, doba ptsobeni 30 minut a pH 3, doba ptsobeni 60
minut) vykazovala planktonickd forma probiotika ur€itou adaptaci na pfitomné
prostfedi. Testem byl potvrzen predpoklad, ze biofilmova kultura ma vyss§i odolnost

vuci kyselému pH nez standardni planktonicka kultura.

Vyssi odolnost biofilmu byla zaznamenana také pfi pusobeni zluCovych soli. Po
pusobeni 0,3% roztoku zlucovych soli po dobu 240 minut byl pozorovan 30% pokles
zivotaschopnych bunék u planktonické kultury, kdezto biofilmova vykazovala pokles

v poctu zivych bunek pouze 5%.

Testovanim technologii suSeni ziskanych biofilmovych kultur byla potvrzena
maximalni vytéznost zivych bunék lyofilizaénim suSenim. Vzorky suSené lyofilizané
vykazovaly az o 90% vys§i zivotaschopnost bun€ék nez kultury suSené fluidné. Jako

nejvhodnéjsi kryoprotektivni médium se ukazala kombinace MCC, HPM a manitolu.

Ackoliv fluidni suSeni neni tak u¢inné, Ize jej vyuzit pfi suSeni tekutych biofilmovych
kultur. Zde byla patrna zavislost na protektivnich latkach. Manitol byl stanoven jako

nejvhodnéjsi protektivni material. Pro fluidni suSeni je nasledn€ vhodna vyssi teplota
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suSeni (35 °C), ktera vyzaduje kratSi Cas namahani bunék (rychlejsi snizeni vodni

aktivity) a po ukonceni susSeni pak zajisti vyssi pocet zivych bunék ve smeési.

Vodni aktivita byla nasledn€ potvrzena jako jeden z hlavnich parametri pro pfezivani
probiotickych bunék. Jestlize se hodnota vodni aktivity pohybuje kolem 0,1, je
zajisténa minimalné dvouleta zivotaschopnost bunék i1 pii 25 °C. Pohybuje-li se
aktivita vody mezi 0,2-0,3 nebo vySe, je zivotaschopnost bunék zna¢n€ omezena, a to
na priblizn€ 6 mésicu, pfiCemz muze byt prodlouzena pouze za udrzeni nizké teploty

(2 -8°0C).

Podminky na zapracovani probiotickych kment do pevnych l1ékovych forem jsou dany
jednotlivymi druhy lékovych forem. Bylo ovéfeno, ze pfiprava tablet a tabletoviny
muze probihat za vys$si vodni aktivity (0,3), pokud je finalni tableta v co nejmensim

casovém rozsahu vysu$ena na pozadovanou vodni aktivitu 0,1.

Sledovanim zivotaschopnosti bunék béhem technologického zpracovani tablet byl
potvrzen vyznamny pokles zivotaschopnych bunék. Finalni tableta vysuSena na vodni
aktivitu 0,1 obsahovala pouze 20% zivych bunék. Proto je nutné pfi teoretickém

navrhu tablet ve vyrobé s timto poklesem kalkulovat.

Vyznamny vliv na Zivotaschopnost bunék ma i zptisob tabletovani. Minimalni vliv na
pocet zivych bunek byl prokazan pti pevnosti 70 -90 N u tablet s obsahem MCC a 70 -
80 N v pripad¢ tablet s obsahem isomaltu. Pti nasledném susSeni tablet s pfidavkem
silikagelu bylo pozorovano, ze pravé vyssi pevnost ovliviiuje 1 rychlost vysouseni
tablet. Nasledné vyss§i hodnoty vodni aktivity maji pak vliv na pocet zivych bunék
v tabletach. Pro farmaceutickou produkci byla proto navrzena pevnost tablet jako

v testu, kde byl sledovan vliv poctu zivych bunék na tabletovact sile.

V prubéhu skladovani vychazely po 6 mésicich prekvapivé nevyssi pocty zivych
bunék u tablet o pevnosti 120 N. Pravdépodobnou pficinou je fakt, ze tablety o vyssi
pevnosti nepfijimaji tak snadno vodu do struktury, neni navySovana jejich aktivita a
tim padem se v prabéhu stability udrzuje vys§i pocet zivych bunék v pevnéjsich
tabletach. Pfijem vody do matrix tablety je ovlivnén také slozenim tablety. Pouziti
polymernich latek sice zabranuje vysousSeni, ale pokud je matrix dikladné vysusena,

hiife piijima vodu zpét do struktury.



Vyuziti kapsle jako lékové formy pro dopliiky stravy s probiotikem je velice
vyhodnou formou. Nejenze pii technologickém zpracovani neni probioticka kultura
vysoce namahana jako napiiklad u tablety, vybérem vhodného plnidla 1ze navic
ovlivnit veskeré parametry a zajistit tak stabilni formulaci po celou dobu exspirace

hotového produktu.

Posledni ¢ast prace se zabyva balenim do primarnich obalti nebo takzvanych blistra.
Nejlepsi vysledky a nejdelsi stabilita probiotickych ptipravkt byla zaznamenana pfi
baleni do triplexové folie, kterd ma nizké hodnoty pro propustnost vodni pary a
kysliku. Standardné uzivané folie (napt. PVC nebo PVDC) nejsou vhodnym

materialem pro baleni probiotik.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP

BS

CFU

CM

DMSO

DNA

EFSA

EPS

EU

GIT

HPMC

MCC

MRS

MUB

NAD+

OTR

WHO

WVTR

100

Adenosintrifosfat

bunécna sténa

colony-forming units (kolonie tvofici jednotky)
cytoplasmaticka membrana

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

European Food Safeta Authority

exopolysacharid

Evropska unie

gastrointestinalni trakt

Hydroxypropylmethylcelulosa

Mikrokrystalicka celuldza

Man-Rogosa-Sharp médiu/agar (specificka puda pro laktobacily)
specificky protein vazici se na hlen
Nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)

Oxygen transition rate (rychlost prestupu kysliku)

World Health Organisation (Svétova zdravotnicka organizace)

Water vapor transition rate (rychlost pfestupu vodni pary)



