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Пробиотик лактобактерий ацидофильных +

ФС

полисахарид кефирных гранул 

(комбинированный), капсулы


Вводится впервые

          Настоящая фармакопейная статья распространяется на пробиотик лактобактерий ацидофильных + полисахарид кефирных гранул (комбинированный), капсулы. Действующими веществами препарата являются биомасса антагонистически активных лиофильно высушенных бактериальных штаммов Lactobacillus acidophilus и водорастворимый полисахарид инактивированных кефирных гранул (грибков). 
В одной капсуле должно содержаться не менее 107 КОЕ лактобактерий ацидофильных и от 0,3 до 0,5 мг полисахарида кефирных гранул.
                                            ПРОИЗВОДСТВО

Производство лекарственного препарата пробиотика лактобактерий ацидофильных + полисахарида кефирных гранул (комбинированный) в капсулах основано на приготовлении массы для капсулирования, получаемой смешением  лиофилизированной в среде культивирования смеси биомассы живых лактобактерий и лиофилизированной биомассы инактивированных кефирных гранул, с последующим капсулированием этой массы в капсулы требуемого размера. 
Для получения субстанции инактивированных прогреванием кефирных гранул, содержащих водорастворимый полисахарид, используют  лиофилизат биомассы кефирных гранул, произведенный по технологии, действующей на территории Российской Федерации. 
Производственные штаммы. Для производства лекарственного препарата используют L. acidophilus штаммы NK1, NK2, NK5, NK12. Штаммы лактобактерий и тест-штаммы, против которых исследуют антагонистическую активность пробиотических культур, депонируют в официальных коллекциях. 
           Контроль качества производственных штаммов и тест-штаммов проводится не реже одного раза в год. Штаммы, используемые в процессе производства, должны соответствовать требованиям ОФС «Пробиотики» и ОФС «Лактосодержащие пробиотики». 
Испытания проводят согласно ОФС «Производственные пробиотические штаммы и штаммы для контроля пробиотиков», ОФС «Безопасность пробиотиков в тестах in vivo», ОФС «Определение специфической активности пробиотиков» и ОФС «Микробиологическая чистота».
Препарат должен производиться в соответствии с требованиями правил надлежащей производственной практики и контроля качества биотехнологических лекарственных препаратов. Производственный процесс и показатели качества пробиотического препарата в капсулах должны  соответствовать  требованиям, указанным в ОФС «Пробиотики», ОФС «Лактосодержащие пробиотики», ОФС «Биотехнологические лекарственные препараты» и ОФС «Капсулы».

                                    ИСПЫТАНИЯ

          Описание. Твердые желатиновые капсулы цилиндрической формы с полусферическими концами. Содержимое капсулы – сухая биомасса от светло-желтого до кремового цвета со специфическим запахом. Определение проводят визуальным методом.

Подлинность. Испытания проводят микроскопическим и бактериологическим методами.
Микроскопический метод. В мазках, окрашенных по Граму, должны присутствовать грамположительные, неспорообразующие, прямые палочки, расположенные одиночно или в виде цепочек из 2 – 4 и более клеток. 
Бактериологический метод. На селективных агаризованных питательных средах в анаэробных или микроаэрофильных условиях должны вырасти колонии, характерные для бактериальных штаммов L. acidophilus NK1, NK2, NK5, NK12.
При выращивании на агаре с гидролизованным молоком штаммы через 48 - 72 ч роста образуют колонии: поверхностные - светлые «локонообразные» диаметром 1 - 3 мм; глубинные – в виде «паучков» в глубине агара. 
Испытания проводят в соответствии с ОФС «Производственные пробиотические штаммы и штаммы для контроля пробиотиков» и ОФС «Лактосодержащие пробиотики». 

Распадаемость. Не более 20 мин. Испытание проводят в соответствии с ОФС «Распадаемость таблеток и капсул» или другой валидированной методикой. При добавлении к одной капсуле 50 мл воды очищенной при стандартных условиях определения капсула должна распадаться с образованием  рыхлой массы (или кусочков), окрашенной в зависимости от цвета капсулы. 
pH. От  4,5 до 5,5. Подготовку проб проводят, суспендируя препарат из расчета на одну капсулу 1,0 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. Определение проводят потенциометрическим методом в соответствии с ОФС «Ионометрия» и ОФС «Пробиотики». 
Потеря в массе при высушивании. Не более 3,5 %. Определение проводят в соответствии с ОФС «Потеря в массе при высушивании» (методика определения потери в массе при высушивании в иммунобиологических лекарственных препаратах) или другим подходящим валидированным методом.
Однородность массы. Испытания проводят в соответствии с ОФС «Однородность массы дозированных лекарственных форм» методом случайной выборки 20 капсул. Отклонение массы содержимого каждой капсулы от средней массы не должно превышать ± 10,0 %, за исключением двух капсул, в которых допускается отклонение не более ± 20,0 %.
          Специфическая безвредность. Должен быть безвредным для мышей при пероральном введении каждому животному одной капсулы препарата в соответствии с ОФС «Безопасность пробиотиков в тестах in vivo».

         Микробиологическая чистота. Определение проводят в соответствии с ОФС «Микробиологическая чистота» (категория 5.3.Б, табл. 1 примечание 3). Не более 10 КОЕ аэробных бактерий в одной капсуле препарата. Не допускается наличие бактерий семейства Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, дрожжевых и плесневых грибов».
Специфическая активность. Определение проводят по количеству жизнеспособных лактобактерий в одной капсуле (бактериологический метод), активности кислотообразования (метод кислотно-основного титрования) и содержанию полисахарида кефирных гранул в 1 капсуле (биохимический метод). 

Бактериологический метод. Не менее 107 КОЕ в одной капсуле. Определение количества живых лактобактерий в одной  капсуле (пробирочный метод наиболее вероятных чисел) проводят в ряду последовательных десятикратных разведений (предельных разведений) испытуемого образца с последующим высевом в стерильное обезжиренное молоко в соответствии с ОФС «Определение специфической активности пробиотиков» (раздел 1). 

Метод кислотно-основного титрования. Показатель активности кислотообразования должен быть не ниже 200 оТ. Определение проводят при культивировании лактобактерий ацидофильных в стерильном обезжиренном молоке в соответствии с ОФС «Определение специфической активности пробиотиков» (раздел 2).
Биохимический метод.  От 0,3 до 0,5 мг полисахарида кефирных гранул в 1 капсуле. Количество полисахарида в готовом препарате (в 1 капсуле) определяют путем расчета по результатам контроля субстанции кефирных гранул на содержание полисахарида. Выход полисахарида из субстанции кефирных гранул должен составлять от 25 до 35 % в пересчете на сухое вещество.

Навеску субстанции кефирных гранул 200 мг (S) растирают в ступке до однородной массы, переносят в стеклянный стакан или колбу и суспендируют в очищенной воде, соблюдая соотношение кефирных гранул к воде 1 : 20 (вес : объём). Суспензию выдерживают на кипящей водяной бане при перемешивании в течение 30 мин, после чего охлаждают и центрифугируют при 3000 мин-1 при (20 ( 2) оС в течение 30 мин. После отделения клеток и нерастворенного осадка супернатант упаривают на водяной бане (70 ( 5 оС) до уменьшения его объёма в 3 - 4 раза.

Из полученного концентрата полисахарид выделяют осаждением двумя объёмами 96 % спирта (1 : 2), охлаждённого до (4 ( 2) оС. Смесь можно оставлять для формирования осадка при 4°C на 1 - 12 ч. Выпавший в виде белых хлопьев полисахаридсодержащий осадок отделяют центрифугированием при 3000 мин-1 при (4 ( 2) оС в течение 30 мин. Осадок дважды промывают ацетоном, охлаждённым до (4 ( 2) оС, центрифугируя каждый раз при 3000 мин-1 при (4 ( 2) оС в течение 20 мин. 

Полученный осадок высушивают в термостате при температуре не выше 45 оС до достижения постоянного веса (P). 

Количество высушенного полисахарида в 1 г субстанции кефирных гранул (А, мг) вычисляют по формуле: 
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S – навеска субстанции кефирных гранул, взятая для определения содержания в ней полисахарида, мг; 

P – cодержание полисахарида в навеске субстанции кефирных гранул, определенное экспериментальным путем, мг;

1000 – пересчёт на 1 г субстанции кефирных гранул.

Количество высушенного полисахарида в 1 капсуле (Х, мг) вычисляют по формуле:
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А – количество высушенного полисахарида в 1 г субстанции кефирных гранул, мг;

750 – количество капсул в соответствии с нормативной документацией, получаемых из 1 г субстанции кефирных гранул (без учёта потерь при капсулировании), шт.
          Упаковка и маркировка. В соответствии с ОФС «Упаковка, маркировка и транспортирование лекарственных средств», ОФС «Лекарственные формы» и ОФС «Биологические лекарственные препараты».
        Транспортирование и хранение. При температуре от 2 до 8 °С в соответствии с ОФС «Упаковка, маркировка и транспортирование лекарственных средств», ОФС «Хранение лекарственных средств» и ОФС «Биологические лекарственные препараты».
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