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Potravinovy doplnék

Oblast techniky

Technické feseni se tyka oblasti vyzivy, konkrétn¢ potravinového dopliku.

Dosavadni stav techniky

Beauverolidy jsou cyklické peptidy a jsou produkovany nékterymi druhy vlaknitych hub
zahrnujici rod Paecilomyces oznacované v posledni dobé také jako rod Isaria. Houby tohoto
rodu, na rozdil od jinych druhti hub jako je napf. rod Beauveria, produkuji ve velkém rozsahu
jako sekundarni metabolity s biologickym uc¢inkem pouze tyto cyklické peptidy. Obdobné druhy
hub produkujici tyto biologicky aktivni latky jsou vyuzivany v tradi¢ni asijské, konkrétné Cinské
i korejské mediciné pro udrZeni duSevni svézesti a zpomaleni procesu starnuti. Navaznost na
tradi¢ni asijskou medicinu se projevuje ve snaze veédcl izolovat jednotlivé beauverolidy
a zkoumat jejich ucinky. Podle publikované odborné literatury jsou beauveriolidy ordln¢ aktivni
inhibitory acyltransferdz ACAT-1 a ACAT-2. Predstavuji novou perspektivni skupinu latek
sucinky proti kumulaci beta-amyloidnich plaki béhem rozvoje Alzheimerovy choroby
a s dal$imi moznymi terapeutickymi U€inky vhodnymi pfi prevenci jinych neurodegenerativnich
onemocnéni. Nekteré z téchto druhii jsou primysloveé vyuzivany jako bioinsekticidy v biologické
ochran¢ vhodnych plodin pted ekonomicky vyznamnymi hmyzimi $kiidci. Formulace ptipravku
entomopathogenni houby ur¢ené k hubeni hmyzu pfitom fesi problematiku jako napt. zajisténi
vysokého obsahu infekénich spor nebo imobilizaci na levné nosi¢e vhodné pro venkovni
rozprasovani. Tento typ feSeni Casto zahrnuje povrchovou kultivaci na jednoduchych zdrojich,
jakymi jsou napf. obiloviny nebo anorganické nosi¢e napusténé kultivaénim médiem. Vyuziti
ptibuznych druhti uvedenych hub obsahujicich beauverolidy jako hlavni bioaktivni latku nebylo
dosud podle naSich poznatkli popséno pro vyuziti jako dopliku stravy.

Taxonomie téchto hub je dosud malo probadana, protoZze nejsou znama jejich perfektni stadia,
a i vramci téchto rodu existuje velka taxonomicka diverzita. Je vS§ak znamo, ze perfektni stadia
nekterych hub pouzivanych v klasické ¢inské mediciné pro celkovou podporu zdravi, napt. rody
Cordyceps, kultivaci in vitro poskytuji vySe zminéné imperfektni formy. Beauverolidy jsou
produkované nékterymi pfibuznymi druhy hub a prokazatelné vykazuji ucinky na nervovou
soustavu, aniz je dosud pfesné¢ znam mechanismus jejich ucinku. Situace je zde obdobna
souCasnému stavu s poznatky o imunomodula¢nim pisobeni hub, kde se ukazuje, ze za tento
imunostimula¢ni G¢inek zodpovidaji riizné polysacharidy.

V nékterych historickych asijskych zemich, napt. v Japonsku, jsou polysacharidy jako krestin
neboli polysacharid-K uznavany jako 1é¢iva. Perfektni stadia vySe zminénych hub se sbiraji
tradiéné v Nepdlu a na dalSich hornatych uzemich ve stfedni Asii, coz je zjevné malo dostupny
zdroj.

Kultivace uvedenych druhti hub je popsana v literatufe a patentech, napt. v EP 1375639. Jejich
cilem bylo ptedevsim ovlivnéni slozeni beauverolidd, jejich nasledna extrakce organickymi
rozpous$tédly a izolace jednotlivych beauverolidi. Nevyhodou tohoto postupu je vSak obtizné
a nakladné zpracovani smési pfirodnich beauverolidi. Beauverolidy maji pfiznivy podpirny
ucinek na ochranu nervli pfed Skodlivymi vlivy, udrzuji duSevni svéZest a zpomaluji proces
starnuti. V tradi¢ni asijské mediciné jsou beauverolidy pouzivany v komplexu tak, jak jsou
zastoupené v myceliu houby. Postup izolace jednotlivych beauverolidi je proto z technického
hlediska malo efektivni. Obdobné je syntéza beauverolidli, zejména vzhledem vyskytu unikatni
chiralni B-hydroxykyseliny ve struktufe, rovnéz narocnou a nakladnou zaleZzitosti.
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Ukolem technického feseni je vytvoreni takového potravinového doplitku, ktery by obsahoval
beauverolidy, tedy by se jednalo o alternativni dopln€k k ptivodni tradiéni asijské, zejména
¢inské medicin€, ktery by mél pozitivni U€inky na zdravi uZivatele, ktery by byl dostupny
Sirokému spektru uzivateld, nebot’ jeho ptiprava by byla jednoducha a ekonomicky vyhodna.

Podstata technického feSeni

Vytceny ukol je vyfeSen pomoci potravinového dopliku podle tohoto technického feSeni, ktery
fesi problematiku nového zdroje beauverolidii. Potravinovy doplnék je ve formé pevné tablety
nebo Zelatinové kapsle a podstata technického feSeni spoéiva vtom, ze obsahuje tuhou
samoemulgujici disperzi tvofenou 30 az 50 % hmotn. susené¢ho dezintegrovaného mycelia
z alespon jedné houby rodu Isaria nebo Paecilomyces a 30 aZz 40 % hmotn. monoacylglycerolt
a20 az 30 % hmotn. neionogennich tenzidi. Tuhd samoemulgujici disperze obsahuje 0,99 az
1,65 % hmotn. beauverolidi. Samotné susené dezintegrované mycelium obsahuje 3,2 az 3,4 %
hmotn. beauverolidi, ¢imz je zajistén vysoky obsah beauverolidl v jedné formé potravinového
doplitku. Ve vyhodném provedeni je potravinovy doplnek vytvofen ve formé dvoudilné
zelatinové kapsle nebo tobolky nebo lisované tablety.

Vysokého podilu beauverolidi v potravinovém dopliku je zajisténo kombinaci dvou hlavnich
atributd, a to kultivaci vybranych kment vlaknitych hub roda Isaria nebo Paecilomyces
zpusobem, kdy je dosahovano vysoké produkce beauverolidi a naopak minimalizovana
kontaminace mycelia komplexnimi slozkami kultivaéniho media, a formulace izolovaného
nezivého mycelia houby do oraln€¢ pouzitelné formy potravinového doplitku bez jakékoli
chemické tipravy, jako napt. bez jakéhokoli pouziti organickych rozpoustédel ¢i jiné kontaminace
ptirodniho materialu.

Potravinovy dopln€k poskytuje novy zdroj beauverolidii a neobsahuje jiné nezadouci bioaktivni
latky, zejména beauvericin, a tak je komer¢né realizovatelny jako dopln€k stravy na nové
kvalitativni urovni, S navaznosti na pavodni poznatky vychazejici z tradi¢ni asijské, zejména
¢inské mediciny, a zaruCuje vysoky obsah bioaktivnich beauverolidii jako takovych a Cistotu
produkce, tj. zejména zamezeni mozné kontaminace mycelia produkty pochazejicimi
z kultivaéniho media. Pro ziskani uvedenych poznatkd byly k tomuto Géelu vybrany aplikaci
testované druhy rodd Isaria nebo Paecilomyces. Druh lIsaria fumorosea (Paecilomyces
fumoroseus neboli PF) Apopka strain 97 je pramyslové vyuZzivan jako bioinsekticid v biologické
ochran€ vhodnych plodin pfedekonomicky vyznamnymi hmyzimi sktdci.

Protoze jsou beauverolidy prakticky nerozpustné ve vodé, je tieba mycelium s obsahem této
skupiny houbovych metabolitd prevést do biodostupné formy. Uprava biodostupnosti
beauverolidii z houbového mycelia na samoemulgujici disperzi se provadi jeho vpravenim do
nejvyse 65 °C teplé, roztavené smési lipofilnich monoacylglyceroli, majicich glycerin v poloze 1
z nejméné 90 % substituovan karboxylovou kyselinou o délce parafinového fetézce C11 az C17
a neionogennich tenzidl ze skupiny cukroesterit mastnych kyselin o délce fetézce C11 az C17
s mono ¢i disacharidy ve hmotnostnich pomérech udilejicich samoemulgujici disperzi hydrofilné
lipofilni rovnovahu v rozpéti 9 az 13 nejmén€ jednou pomocnou latkou upravujici fyzikalni
vlastnosti. Takto vznikla disperze snadno tavitelnych emulgatort s vyslednou hodnotu hydrofilné
lipofilni rovnovahy 9 az 13 s pfidavkem mycelia vytvofi samoemulgujici taveninu, ktera se
vklada do spodniho dilu dvoudilnych tobolek. Po vpraveni do Zaludku se spontann¢ ve stfevni
Stavé vytvoii emulze, umoziujici ze suspendovaného mycelia, mechanismem micelarni
solubilizace, uvolnit beauveriolidy do télnich tekutin.

Vybér dalSich pomocnych latek potfebnych jednak kUpravé koncentrace beauveriolidi
v aplikacnich formach tvofenych dvoudilnymi tobolkami a/nebo tabletami a také k uprave
zpracovatelnosti téchto kusovych aplikacnich forem vychazi z parametrii samoemulgujici
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disperze mycelia a taveniny lipofilnich emulgatort, jako jsou mono a diglyceridy mastnych
kyselin s hydrofilnich emulgatorti cukroestert.

Beauverolidy piedstavuji stabilni cyklické struktury, které jsou podle nasich poznatkl stabilni
vsiln€é kyselém prostiedi, 1 M HCI a v bazickém prostfedi do pH = 8. Aplikace tobolek na
mysich prokazala, Zze beauverolidy se vstiebavaji stfevni sténou a byly detekovany v krvi
experimentalnich zvitat. Beauverolidy prokazateln¢ vykazuji uc¢inky na nervovou soustavu, aniz
je dosud pfesné znam mechanismus jejich ucinku. Situace je zde obdobna soucasnému stavu
s poznatky 0 imunomodulaénim pusobeni hub, kde se ukazuje, Zze za tento imunostimulaéni
ucinek zodpovidaji rizné polysacharidy.

Vyhody potravinového doplitku podle tohoto technického feSeni spocivaji zejména v tom, ze se
jedna o alternativni dopln€k k piivodni tradi¢ni asijské, zejména Cinské medicin€, ma pozitivni
ucinky na zdravi uzivatele, je dostupny Sirokému spektru uZzivatelli, nebot’ jeho pfiprava je
jednoduché a ekonomicky vyhodna.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Kultivace kmene vlaknitych hub zahrnujici rody Isaria nebo Paecilomyces se provadi povrchové
nebo submerzné s pouzitim inokula z monosporického izolatu. Pro kultivaci hub byla testovana
rizna media zahrnujici a) zdroj cukrti, b) zdroj dusiku, ¢) anorganické mineralni suplementy.

Jako zdroj cukrii je mozné pouzit piednostné ¢isté mono a disacharidy, jednotlivé nebo obvykle
v kombinaci vice druhti sacharidii zajistujicich optimalni rGst houby. Aby se zamezilo
kontaminaci mycelia, jsou pfednostné vyuzivany cisté monosacharidy jako napt. sachardza,
glukdza, sorbit nebo jejich kombinace. Jako nevhodné zdroje 1ze oznacit Skrob nebo kukufi¢ny
extrakt, které mohou byt sice levné¢jsi, ale mycelium kontaminuji napf. rGznymi zlutymi
pigmenty.

Jako zdroj dusiku je mozno pouzit anorganicky dusik ve formé dusi¢nanti nebo 1épe amonnych
soli. Alternativnim zdrojem dusiku mohou byt cist¢ aminokyseliny. Experimentalné bylo
ovéfeno, ze optimalnim zdrojem jak z hlediska rastu, produkce beauverolidt, tak z hlediska
Cistoty je nejvyhodnéjsi pouzit hydrolyzat jiz pred¢isténé komodity, jako je napf. kasein. Jako
nevhodné zdroje Ize oznacit napt. pepton, kde neni zarucena reprodukovatelnost, mikrobialni
Cistota a miize vyvolavat pochybnosti i napt. z hlediska BSE kontaminace.

Typickymi mineralnimi suplementy jsou amonné soli, fosfaty a nékteré mikroelementy jako sole
vapniku, hoiciku a zeleza.

Kultivaci kment vlaknitych hub zahrnujici rody Isaria nebo Paecilomyces je mozno provadét
povrchove, napt. technologii s vyuzitim polyethylenovych pytlii nebo submerzné v michanych
hloubkovych fermentorech. Zptasob kultivace nelimituje popis feSeni tohoto technického feseni,
pouze je vyuzito takového zpisobu, ktery umoziiuje dosazeni uréité produkce beauverolidi
a zajistuje Cistotu produkovaného mycelia.

Produkované mycelium je nasledné¢ mechanicky oddéleno od fermenta¢ni tekutiny, dikladné
promyto vodou a vysuSeno. Vlastni oralni formulace potravinového dopliku vyzaduje
dezintegraci a homogenizaci mycelia mletim na velikost ¢astic vhodnych pro formulaci. Oralni
formulace se pfipravuje adjustaci dezintegrovaného mycelia do formy obvykle tvrdych
zelatinovych kapsli spolu s plnivy. Toto feSeni je upfednostiiovano pred pifimou komprimaci,
ktera vyzaduje vEétsi mnozstvi plniv zajistujicich kompaktnost tablet. Podle zamysleného
mnozstvi mycelia je mozno volit Zelatinové kapsle riznych tvari a rozméri podobnym
zpusobem, jak jsou pouzivany pro farmacii.
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Potravinovy doplnék je vytvofen ve formé tvrdych zelatinovych kapsli obsahujicich susené
dezintegrované, jemné mleté mycelium houby vybraného druhu houby rodu Paecilomyces. Kmen
musi produkovat beauverolidy jako hlavni sekundarni metabolit bez dal§ich nezddoucich
bioaktivnich latek a pro pfipravu mycelia je takovy kmen kultivovan na kaseinovém hydrolyzatu
po dobu 3 tydnd. Mycelium je odd€leno filtraci, dikladn¢ promyto vodou a vysuseno. Obsah
beauverolidii v myceliu je stanoven metodou kapalinové chromatografie pomoci referencni
standardti beauverolidil, které byly izolovany v Biologickém centru AV CR. Celkové mnozstvi
zastoupenych beauverolidii ¢ini zpravidla 33 =1 mg na 1 g izolatu suseného mycelia. Mycelium
je nasledné dezintegrovdno, jemné mleto a formulovano do dvou typt tvrdych Zelatinovych
kapsli.

Mycelium, které propadne sitem o délce strané oka 0,50 mm, ma sypnou objemovou hmotnost
468 mg/ml a setfepnou objemovou hmotnost 624 mg/ml.

Priklad 1 - ptiprava samoemulgujici disperze mycelia

a. Mycelium PF 40,000 g
b. Glyceryl monolaurat MONOMULS® 90 L-12 39,000 g
C. Monolaurat sacharézy Ryoto Sugar Ester L-1695 21,000 ¢
Postup ptipravy

Smés monoacylgylcerolu v mnozstvi 39 % hmotn. a tenzidu v mnozstvi 21 % hmotn., tedy latek
b, ¢ v duplikatorové nadobé v celkovém mnozstvi 60 % hmotn. se o teploté 65 °C roztavi za
michéni do vzniku homogenni Ciré kapaliny a po ochlazeni na teplotu 50 °C se za stalého
michani prida 40 % hmotn. mycelia, tedy latky a.

Po skonceni ohfevu se pastovitda smés nechd ztuhnout na tuhou disperzi, kterd se pomele na
prasek. Volné sypana hmotnost 100 g samoemulgujici disperze se 40 % hmotn. mycelia zaujima
objem 203,4 ml a setfepana hmotnost zaujima objem 179 ml.

Priklad 2 - ptiprava dvoudilnych tobolek

Samoemulgujici disperze mycelia pfipravena dle bodu 1 se setfepnou objemovou hmotnosti
559 mg/ml se vpravi do dvoudilnych tobolek =z zelatiny, hydroxypropylmethylcelulozy
a pullulanu.

Nasledujici tabulka uvadi orienta¢ni rozsah mnozstvi beauverolidii pii plnéni samoemulgujici
disperze mycelia (propad sitem o délce stran¢ oka 0,50 mm) bez jakychkoliv pomocnych latek,
do béznych typt dvoudilnych tobolek a obvyklych zplisobti plnéni praskovych naplni.

Typ tobolky | Délka tobolky | Primér tobolky | Objem spodniho dilu|@ obsah beauveriolidi
tobolky v SE disperzi mycelia

1 19,0 mm 6,6 mm 0,50 ml 3,6 mg

0 21,2 mm 7,3 mm 0,70 ml 5,1 mg

00 23,3 mm 8,2 mm 0,90 ml 6,4 mg

Prumyslova vyuzitelnost

Potravinovy doplné€k podle tohoto technického feseni lze vyuzit zejména jako alternativu
Kk doplinkiim tradi¢ni ¢inské mediciny s ucinky proti kumulaci beta-amyloidnich plakid béhem
rozvoje Alzheimerovy choroby a s dal§imi moznymi terapeutickymi U€inky vhodnymi pfi
prevenci jinych neurodegenerativnich onemocnéni.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Potravinovy doplnék ve formé pevné tablety nebo zZelatinové kapsle, vyznacujici se tim, Ze
obsahuje tuhou samoemulgujici disperzi tvofenou 30 az 50 % hmotn. suSené¢ho dezintegrovaného
mycelia z alesponn jedné houby rodu Isaria nebo Paecilomyces a 30 az 40 % hmotn.
monoacylglyceroll a 20 az 30 % hmotn. neionogennich tenzidl, pficemz tuha samoemulgujici
disperze obsahuje 0,99 az 1,65 % hmotn. beauverolidd.

2. Potravinovy doplnék podle naroku 1, vyzmacujici se tim, Ze monoacylglycerol je
substituovany v poloze 1 karboxylovou kyselinou s po¢tem uhlikd 11 az 17.

3. Potravinovy dopln¢k podle naroku 1 nebo 2, vyznadujici se tim, ze neionogenni tenzid je
monoester mastnych kyselin s po¢tem uhlikti 11 az 17 a disacharidu.

4. Potravinovy doplnék podle naroku 3, vyznacujici se tim, ze neionogenni tenzid je
monolaurat sacharozy.

5. Potravinovy dopln€ék podle narokti 1 az 4, vyznacujici se tim, Ze Zelatinovd kapsle je
dvoudilné a je tvofena hydroxypropylmethylcelul6zou a pullulanem.
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