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1. Bevezetés

Definicid szerint, probiotikumnak tekintheték azok az €16 mikroorganizmusok, amelyek
megfeleld mennyiségben adva jotékony hatdssal vannak a szervezetre. Azaz a probiotikumok
alatt olyan, a szervezet szdmara eldny0s, nem patogén, €l0 mikroorganizmusokat értiink,
amelyek vagy jelen vannak a normal flora részeként, vagy segitenek annak helyreéllitdsaban
egy azt érd negativ behatas utan.

A probiotikumok felhasznaldsa egyre nagyobb teret hodit az Aallattartasban és a
takarmanyozasban. A Fold népessége rohamosan nd, az éallattenyésztésnek ¢és a
mezogazdasagnak ezt kovetnie kell az élelmiszer-ellatds érdekében. A termelékenység
novelésére évtizedeken keresztiil alkalmaztak a subterapias dézisban antibiotikumokat, példaul
tetraciklin szarmazékokat. Amennyiben ezt rovidtavon vizsgaljuk, azt a megallapitast tehetjiik,
hogy egy nagyon jo és eldny0Os 1épés volt az antibiotikumok bevonésa a takarmanyozasba.
Azonban, ha ennek az antibiotikum felhasznéalasi modnak a hossztavu és globalis hatasait
tekintjlik, rogton szembetlinik a modszer arnyoldala. A subterapids d6zist antibiotikumnak nem
lesz terapias értékii baktericid vagy bakteriosztatikus hatdsa, azonban a kérokozok 1ényegében
a minimalis gatlo koncentracio (MIC) érték alatti dozisban talalkozhatnak az antibiotikummal,
ami melegagya a gyors rezisztencia kialakuldsanak. Az 1980-as évek 6ta lelassult antibiotikum
fejlesztés és a jelenleg ismert és hasznalt antibiotikumok ellen egyre nagyobb szamban
megjelend rezisztens vagy multirezisztens baktérium fajok, nem arra engednek kovetkeztetni,
hogy a jelenlegi antibiotikum politikdval hossza tdvon gydzelemre allnank a
mikroorganizmusokkal szemben. Ezért is lenne eldnyds, ha olyan probiotikus fajokat
hasznalnank az allattartdsban, amelyek lényegében ugy ndvelik a tenyésztés hozamat, hogy
kozben nem szelektalnak ki patogén torzseket sem és az antibiotikum rezisztenciat sem
eredményeznek.

Az ember-allat-6koszisztéma mikrobiomjaik révén folyamatos kodlcsonhatasban vannak
egymassal. Az Egy Egészség Europai K6zos Program (OHEJP) az Eurdpai Bizottsag altal
tarsfinanszirozott, tudomanyos egyiittmiikddésen alapuld kutatdsi program, amelynek célja,
hogy az ¢lelmiszerekbdl szarmazo zoondzisok, az antimikrobialis rezisztencia és az Gjonnan
megjelend mikrobioldgiai veszélyek elleni kozos fellépések révén segitse megeldzni €s
ellendrizni az emberi egészséget befolyasold, ¢élelmiszer eredeti és kornyezeti

szennyezddéseket. Az ember—dllat-0koszisztéma hatarfeliiletén jelentkezd egészségiligyi



veszélyek és kockazatok felismerése, értékelése €s kezelése csak globalisan, tobb szaktertiilet

Osszefogasaval lehetséges.



2. Célkituzések

PhD kutatomunkéam célja:

1.

Probiotikus baktérium torzsek (E. faecium, B. bifidum, L. plantarum) €letképességének
vizsgalata és annak ndvelése, az éllati takarmanyok formulalasakor fellépd héhatasok
€s az in vivo gasztointesztindlis traktusban megjelend koriilmények kozott. Alginat
alapt mikrokapszula formulédlasa, amely a probiotikus torzsek hordozé rendszereként
funkcional. A probiotikus mikrokapszuldk sav -és hérezisztencidjat kitozan bevonassal
terveztiik javitani. Vizsgalni kivanjuk a sejtek életképességét és termotoleranciajat

szaraz és nedves hokezelés mellett.

A kutatomunka kezdeti szakaszaban kapott nem vart eredmények miatt a tovabbi

vizsgalatainkat kizarolag a L. plantarum tartalmi mikrokapszulékkal végezziik.

2. A nem vart eredmények feltarasa érdekében a L. plantarum tartalmi mikrokapszulékat

nemcsak kitozan bevonattal, hanem a mikrokapszuldk egy masik csoportjat Eudragit
L100-55 bevonattal latjuk el. A bevonds hatékonysaganak és intakt jellegének
vizsgalatahoz a bevonat nélkiili és a bevonattal rendelkezé mikrokapszuldk jellemzését
fény- illetve fluoreszcens mikroszkoppal, valamint a feliileti jellemzdok vizsgélatat
pasztazd elektronmikroszkoppal (Scanning Electron Microscope, SEM) terveztiik
elvégezni. Az elemanalizis elvégzése, hogy meghatarozzuk a mikrokapszulédk feliiletén

kialakult bevonat mindségét.

Az in vivo koriilmények modellezésére kioldodasi vizsgalatokat végziink mesterséges
gyomor- ¢és bélnedvben a bevonataiban kiilonb6zé mikrokapszula formulaciokkal. A
kioldddasi kisérlet mintait kétféle modszerrel tervezziik vizsgalni. A minta leoltasat
kovetéen CFU meghatarozassal az ¢letképességet, aramlasi citometridval pedig az

¢l6/holt sejtek aranyat, illetve a sejtek felszabadulési profiljat hatarozzuk meg.

A vizsgalataink soran alkalmazott kis molekulatomegi kitozant FITC-el jeloljiik, hogy

meghatarozzuk a leold6do kitozdn mennyiségét.

A tovéabbi vizsgélatainkat harom, kiilonb6zé molekulatomegli kitozannal végezziik
(LMW, MMW, HMW) hogy megvizsgaljuk az eddigi eredmények alapjan
feltételezhetd interakciot a baktérium sejtek €s a kitozan kozott. Mindharom kitozannal
L. plantarum-ra meghatarozzuk a MIC értéket, majd ezt kovetden megvizsgaljuk az

olési kinetikat, valamint ugyanezen mintakkal dramlési citometridval az é16/holt sejtek
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aranyat.

Fontosnak tartjuk megismerni a kitozan interakcidjat L. plantarum sejtekkel, hogy
érthetéveé valjon az antibakteridlis hatds mechanizmusa, melyet a koncentracio ¢és a
kitozan molekulatomegének fliggvényében vizsgalunk. Ezen mechanizmus elemzésére
membranintegritast, és zéta potencial valtozast vizsgalunk. Konfokalis mikroszkopiaval
a FITC-eljelolt kitozan alkalmazasaval vizualizéljuk a kitozan interakcidjat a L.

plantarum sejtfallal.



3. Anyagok ¢s mddszerek

Vizsgalataink soran harom probiotikus baktérium fajt hasznaltunk, a L. plantarum
subsp. plantarum (ATCC 14917) az ATCC (American Type Culture Collection) -tdl
(Manassas, VA, USA) szarmazott, a B. bifidum-ot és az E. faecium-ot, Dr. Remenyik Judit
(Debreceni Egyetem Elelmiszertechnologiai Intézet, Debrecen) biztositotta szamunkra. Az
alacsony molekulatomegi kitozant (50—190 kDa; 20-300 cp; LMW), kézepes molekulatomegii
kitozant (200-800 cp; MMW), nagy molekulatomegii kitozant (310-375 kDa; 800-2000 cp;
HMW) a Sigma-Aldrich-tdl szereztiik be.

Héarom probiotikus baktérium térzs — L. plantarum, B. bifidum és E. faecium —
felhasznalasaval egykomponensii alginat mikrokapszuldkat készitettiink, melyet LMW
kitozdnnal vontunk be és liofileztiik. A mikrokapszuldk masik részét liofilezést kovetden
gyomornedv rezisztens Eudragit L-100-55-tel vontuk be. A mikrokapszuldk el6allitdsa és
bevonasa a Gyogyszertechnologiai Tanszéken tortént. A fluidizaciés eljaras Dr. Haimhoffer
Adam és Dr. Gal Bernadett segitségével tortént.

A 3.2. fejezetben leirtak szerint eldallitott alginat alapti mikrokapszulédkba agyazott L.
plantarum tarolasi idejének a baktérium életképességére gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A
liofliezés soran kapott szaraz mikrokapszulakat 4 °C-on taroltuk. A kisérletben csak a bevonat
nélkiili alginat mikrokapszulakbol végeztiink kioldast €s leoltast a mikrokapszula eléallitasatol
szamitott 10., 25., 45. és 75. napon. Azonos mennyiségli, 25 mg bevonat nélkiili alginat
mikrokapszulat 500 pl steril fiziologids sdoldatban, 60 percig, 37 °C-os termosztatban
mozgattuk. Majd a mintdkat 1000 fordulat/perc sebességgel centrifugédltunk 1 percig, a
feliiluszokbol gytijtott mintdkat atadtuk az Orvosi Mikrobioldgiai Intézetben Dr. Kovacs
Renatonak CFU meghatarozasra. A CFU meghatarozast a 3.5. mddszerleiras szerint végezték.

crer

A nedves mikrokapszuldk morfologidjat fénymikroszképpal ¢és fluoreszcens
elektronmikroszkoppal jellemeztiik (SEM). A SEM felvételek €s az elemanalizis a Debreceni
Egyetem Miiszaki Karan késziiltek, Budai Istvan segitségével.

A probiotikus baktériumok termotolerancidjat szaraz hovel 80 °C-on 10 percig és 100
°C-on 5 percig peptonvizes kozegben 80 °C-on 1 percig vizsgaltuk és peptonvizben kioldast
végeztiink, majd meghataroztuk a CFU értékiiket.

A mikrokapszuldk kioldodasi vizsgalatdt szimulalt gastrointestinalis folyadékban

végeztiik. Ebben a kisérletben csak a L. plantarum tartalmu mikrokapszuldkkal dolgoztunk. A



mikrokapszulakat harom csoportra osztottuk bevonat nélkiili alginat; kitozannal bevont és
Eudragit L100-55 bevont mintdk. A mikrokapszuldkat Torpac® zselatin kapszulakba toltottiik,
a mikrokapszula csoportokat tovabbi két részre osztottuk, Eudragit L100-55-tel bevont és
bevonat nélkiili zselatin kapszuldkra. A kioldodasi vizsgalatot mesterséges gyomor- (pH 2,0)
¢s bélnedvekben (pH 7,4) végeztiik. A pH 2,0 kozeget 60 perc elteltével eltavolitottuk, és
mesterséges bélnedvre cseréltiik melyben szintén 60 percig végeztiik a kioldast. A zselatin
kapszulék toltésében és bevonasaban Dr. Gal Bernadett és Dr. Vasvari Gabor volt segitségemre.
A L. plantarum felszabadulasat a mikrokapszulabol szimulélt gyomor- (pH 2,0) és bélnedvben
(pH 7.,4) vizsgaltuk. A savas oldokozeg pH-jat 60 perces kilodast kovetden natrium-hidroxiddal
a pH-t 7,4-re allitottuk be. Tovabbi mintakat a teljes kioldasi id6 120., 180. és 240. percében
vettlink. A mintdkat centrifugaltuk és felszabadul6 baktériumsejteket SYTOX Green reagenssel
festettiik és aramlasi citométerrel vizsgaltuk. A felszabadult sejtszamot €és az ¢16/holt sejtek
aranyat GraphPad Prism 5.0 szoftverrel értékeltilk. Az aramlési citometrias méréseket a
Gyogyszertechnoldgiai Tanszéken végeztiik, Dr. Fenyvesi Ferenc segitségével.

A kitozan FITC-el torténd jeloléséhez a kitozant 0,1 M ecetsavoldatban feloldottuk, a
FITC-t metanolban. A savas vizes oldathoz FITC oldatot adtunk. A reakcidelegyet 3 oran at
sotétben tartottuk, és a FITC-el jelolt kitozant 1 M NaOH-dal kicsaptuk. A csapadékot szlrtiik
¢s ionmentesitett vizzel dializaltuk. A dializissel tisztitott terméket ezutan fagyasztva
szaritottuk. A jeldlés hatékonysagat fluorimetridsan hataroztuk meg. A kitozan FITC jelolését
Dr. Bakai Bereczki Ilona végezte a Debreceni Egyetem Gyodgyszerésztudomanyi Kar
Gyobgyszerészi Kémiai Tanszékén. A tisztitdsi folyamatot és a jelolési hatékonysag
meghatdrozasat a Gyogyszertechnoldgiai Tanszéken végeztiik.

A FITC-el jelolt kitozant hasznaltunk a mikrokapszula kitozan bevonatanak mennyiségi

meghatarozasara €s a konfokalis mikroszkopos vizsgalatokhoz.
Mikrodilucios vizsgalat soran meghataroztuk a MIC értéket és CFU-meghatarozassal 6lési
oldatokkal. A vizsgalatokat a DE AOK, Orvosi Mikrobiolégiai Intézetében Dr. Kovacs Renatd
végezte. A “Time-kill Assay”-vel (6lési kinetika) kapott 0sszes mintat d&ramlasi citometriaval
is elemeztiik. A citometrids méréseket a Gyogyszertechnoldgiai Tanszéken végeztiik, Dr.
Fenyvesi Ferenc segitségével.

A L. plantarum membranintegritasat a felszabaduld anyagok 260 nm-en torténd
mérésével vizsgalatuk. Kiilonboz6 koncentracidji és molekulatomegii kitozan oldatokat adtunk

a baktérium szuszpenzidkhoz 1:1 térfogataranyban. A metabolikus anyagok felszabaduldsat



mikroplate leolvasén, 260 nm-en mértik, 10 percenként, 3 oran at. Ugyanezzel a
mintaelokészitéssel zéta potencidl meghatarozast is végeztiink Malvern Nano-ZS Zetasizer
késziiléken, azonban a mintdkat mostuk, centrifugaltuk a foloslegben 1évd kitozan

eltavolitasara.

crer

crer

a 25%-at FITC-el jelolt kitozdnbol mértiik, a felesleges FITC-kitozant centrifugalassal
eltavolitottuk. A baktérium sejtmembranjat FM®4—64 festékkel festettiik. A konfokalis
mikroszkopos felvételek elkészitésében a DE AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézetében Dr.

Véamosi Gyorgy volt segitségiinkre.
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4. Eredmeények

4.1. Termotolerancia teszt szaraz és nedves hokezelés mellett

A kiilonb6z6 probiotikus baktériumok hdtolerancidjat harom kiilonb6z6 hdexpozicids
protokoll mellett vizsgaltuk. Mindharom koriilménynél megallapithato, hogy a L. plantarum és
a B. bifidum hasonlo érzékenységet, mig az E. faecium eltérd érzékenységi mintazatot mutatott
a bevonat nélkiili és kitozannal bevont mikrokapszulék esetében.

A peptonvizben torténd nedves héterhelés hatasara a L. plantarum és a B. bifidum tilélési
aranya bevonat nélkiili mikrokapszulédkban 13,33 £ 0,023% ¢s 16,66 = 0,59%, mig a kitozannal
bevont mikrokapszulédkban 0,33 £ 0,045% ¢és 0,03 + 0,008% volt. Az E. faecium talélési aranya
a bevonat nélkiilli mikrokapszuldkban 0,36 =+ 0,042%, mig a kitozdnnal bevont

mikrokapszuldkban 5,36 + 0,87% volt nedves héterhelés utan.

4.2. Az eltartas hatasa az életképességre

A CFU értékek idOben valtozasat logaritmikus 1étékii gérbén abrazoltuk. A to idopontnak a
nedves mikrokapszulak elkésziilésének napjat vettiik, melynek sordn a L. plantarum sejteket az
alginat oldatba kevertiik. A mikrokapszulak liofilezését kovetden a mintakat 4 °C-on tartottuk
el. A probiotikus baktériumok életképessége a tarolas soran valtozik, azért a bevonat nélkiili
alginat csoportbdl felvettiink egy tarolasi idé — CFU gorbét, melyen a tarolasi id6 fiiggvényében
kovettiik a sejtek ¢életképességének valtozasat. Az egyes kisérleteinkben kapott “nyers” CFU
értékeket a minta tarolasi idejének figyelembevételével keriiltek atszamitasra szazalékos

értékben.

4.3. A bevont és bevonat nélkiili mikrokapszulak jellemzése

A nedves alginat mikrokapszuldk alakjanak ¢s méretének elemzését az eldallitds utan
fénymikroszkoppal végeztilk. A nedves alginat mikrokapszula atmérdjének atlagos értéke
412,54 + 28,83 um volt, 150 um-es favoka hasznalataval. A nedves mikrokapszulédk alakja
izometrikus, kozel gdmb alaku, héjjal koriilvett.

A mikrokapszuldk fagyasztva szaritdsa utdn a szilard részecskék méretét SEM-mel
hataroztuk meg. A bevonat nélkiili alginat mikrokapszuldk atlagos atmérdje 187,21 +24,36 um,
a kitozannal bevont 203,5 = 31,98 um, az Eudragit bevonatuaké pedig 312,6 £ 50,36 um (n =

50,36 um). A széritott mikrokapszulak feliilete enyhén érdes, bordazott, ami szabélytalanna
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teszi a feliiletet, alakja szinte izometrikus, helyenként enyhén megnyult a szaritds soran
kialakul¢ ikrek miatt. A kitozannal bevont mikrokapszulak feliilete kissé bordazott, az Eudragit

L100-55 bevonatu mintak feliilete szinte sima volt.

4.4. FElemi spektroszkopia

A bevonat hatékonysaganak ellendrzésére a mikrokapszuldk feliiletét fotoelektron
spektroszkopiaval vizsgaltuk. A bevonat nélkiili mikrokapszula feliiletének spektrumat
elemezve, megerdsithetjiik a kalcium jelenlétét. A mikrokapszulédk eldallitdisdhoz natrium-
alginatot hasznaltunk, amit kalcium-kloridban gélesitettiink. A spektrum azonban nem mutatott
Na jelet, ami az alginat megfeleld kicsapodéasara és térhdlosodasara utal. A kitozan bevonast
kovetden a kalcium és a klor jelintenzitasa szignifikdnsan csokkent, ami hatékony kitozan
lefedettségre utal. A rontgenanalizis megerdsitette, hogy a kitozan spektrumban a 6 csticsok a
(C) és (0), amelyek megegyeznek a kitozan f6 elemtartalmaval. Az Eudragittal bevont
mikrokapszula feliiletének a kalcium jele eltiint, de a C és O jelei felerdsodtek. A feliiletrdl
végzett elemanalizisek alapjan feltételezhetjiik a megfeleld és hatékony bevonatot a kitozan és

az Eudragit esetében is.

4.5. Kioldodasi vizsgalatok

Vizsgaltuk az olddszeres kozeg pH-janak hatasat a kiilonb6z6 bevonatokra, illetve a
bevonat hatasat a L. plantarum %-os tilélési ardnyara. Az oldast 60 percig végeztiik mindegyik
oldokozegben. A pH 2,0-s kozegii kioldodasvizsgalatot kdvetd feloldas soran az Eudragit L100-
55 bevonatil zselatin kapszuldk feliilete nem duzzadt és nem volt lathatdo az oldédas
makroszkopikus jele. A bevonat nélkiili zselatin kapszulak azonban savas kozegben duzzadni
kezdtek. 60 perc elteltével a pH 2,0-es kioldokozeget pH 7,4-es kozegre cseréltiik, ekkor a
bélben 0ldddo bevonatu zselatin kapszuldk feloldodasa is megkezdddott és a zselatin duzzadasa
volt megfigyelhetd. Az Eudragit L100-55 bevonati zselatin kapszuldba toltott alginat
mikrokapszulaknal a talélésében nem volt szignifikdns kiilonbség (89,81 + 5,64) a kontrollhoz
képest. Hasonloképpen, nem figyeltiink meg kiilonbséget a talélésben az Eudragit L100-55-tel
bevont mikrokapszuldk esetében a kontrollokhoz képest (95,09 + 4,73), illetve az Eudragit
L100-55-tel bevont zselatin kapszulat vizsgalva (99,09 £+ 9,27). A kitozan bevonati mintak
oldodasi vizsgalata sordn a L. plantarum életképességét teljesen gatolta, igy a talélési arany

mindkét zselatin kapszuldba toltve gyakorlatilag nulla volt.
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4.6. A leoldodé kitozan bevonat mennyiségének meghatarozasa

Tekintettel a jelolési hatékonysagra és a bevond oldatban 1€v6 jelolt kitozén aranyara, a
kitozdn koncentracidja az oldokdzegben 0,043% volt, ami 431 ppm. A szamitott értéket a
mikrokapszulak pH 2,0 kézegben 60 percen at torténd feloldasa utan hatdroztuk meg. A kitozan
bevonatot savas kozegben feloldottuk, majd az oldokozeg pH-jat 7,4-re valtoztattuk, és 240
percnél mintat vettiink. A kitozdn dezacetilacios foka 75-85%, molekulatomege 50-190 kDa. A

crer

err6l korabban kozolt szakirodalmi adatok nem alltak rendelkezéstuinkre.

4.7. Sejtfelszabadulasi profilok és élé/holt sejtek meghatarozasa

Ebben a kisérletben a baktériumok felszabadulasat vizsgaltuk a pH-t6l és a bevonattol
fiiggden. A pH 2,0 kiold6 kozegben tartott mintdk alacsony sejtszamot mutattak 60 perc
elteltével, szignifikdns kiilonbség nélkiill. A pH-t 7,40-re emelve felszabadulast mértiink a
bevonat nélkiili mikrokapszuldkban, a kezdeti baktériumkoncentracié 42,86%-a szabadult fel
240 perc alatt. A kitozdn bevonatu mintak esetében a kezdeti fazisban hasonl6d kioldodasi
kinetika volt megfigyelhetd, mint a bevonat nélkiili mikrokapszula mintaknal, de 240 percnél
mar magasabb felszabaduldst (71,43%) mértiink, mint az Eudragit L100-55 bevonata
mintaknal. Az Eudragit L100-55 bevonati mintdk esetében a leggyorsabb felszabadulast a
kiold6 kozeg pH-janak 7,40-re vald bedllitdsa utdn mértiik, igy a Lactobacillusok 80%-a
szabadult fel.

A baktériumsejtek felszabadulasa a 60. percet kdvetdé pH-valtozas utdn szignifikansan
eltéré mechanizmust mutatott. A kitozan bevonat pH 2,0-s kdzegben valé oldodasa az utolso
mérési pontot (240 perc) leszdmitva nem eredményezett szignifikdnsan eltéré oldodasi profilt
a bevonat nélkiili algindt mikrokapszuldkhoz képest. Az Eudragit L100-55 bevonata
mikrokapszulak feliiletér6l az enteroszolvens bevonat csak a pH valtozdsa utin kezdett
feloldodni, ami 120 percnél robbandsszeri baktériumfelszabadulast, majd lassabb telitési fazist
eredményezett. A mintavétel utan (60, 120, 180 ¢és 240 perc) a baktériumsejteket SYTOX
Green-nel festettiik, és megvizsgaltuk az ¢l6/halott sejtek aranyat. A bevonat nélkiili alginat és
az Eudragit L100-55 bevonati mikrokapszuldk esetében nem figyeltiink meg szignifikdns
kiilonbséget az életképességben a mintavételi iddpontokban. Azonban, a kitozdnnal bevont
mintakban 60 perc elteltével ismét magasabb mortalitdst mutattak a baktériumok, ami a

vizsgalat sordn végig jellemzd maradt. Az életképesség meghatarozasahoz az €16 és elhalt sejtek
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Osszegét, azaz a felszabadulo baktériumok szamit minden minta esetében 100%-nak

tekintettik.

4.8. MIC érték meghatarozasa és Time-kill Assay

A vizsgalt kitozan vegyliletek MIC értékei 0,007%-nak bizonyultak mind az kis-,
kozepes- ¢és nagymolekulatomegli  kitozan esetében. Minden vizsgalt, kiilonb6zo
molekulatomegli kitozan koncentraciofiiggd modon kifejezett gatld hatast fejtett ki az L.
plantarum sejtekre. Figyelemre mélté baktericid hatds (legalabb harom nagysagrendi
csOkkenés az €16 sejtszamban a kiindulasi inokulumhoz képest) a 0,015%-o0s kitozantdl minden
molekulatomeg esetén megfigyelhetd volt.

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink harom kiillonb6zé molekulatomegii kitozannal. A
baktériumsejtek életképességét az €16/holt sejtek ardnya alapjan jelen vizsgalatban is aramlasi
mintak esetében nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a L. plantarum életképességében.
Ez mindhdrom molekulatomegii kitozan vizsgéalataval megallapithatd. A kitozan koncentracid
tizszeres novekedésével (0,01% és 0,1%) azonban az életképesség jelentds csdkkenését
észleltiik.

Ami a kitozdn molekulatomegét illeti, az életképesség csokkend tendenciat mutatott a
molekulatomeg novekedésével. Az ¢élo/holt sejtek aranya 8 oOrandl stabilizalodott
kismolekulastlyu kitozan esetén és 12 oranal a kozepesmolekulasulyu kitozan esetében. A
nagymolekulastlytl kitozdn esetében a 24 o0Ords eredményben volt megfigyelhetd a

stabilizalodas.

4.9. Membranintegritasi vizsgalat

A kitozdn membranra gyakorolt destabilizadldo hatdsat a L. plantarum membran
integritastesztjében vizsgaltuk, és 260 nm-en mértiik a felszabaduld nukleinsav mennyiségét.
A kezeletlen baktériumsejtek esetében kismértékli, linedris abszorbancia nodvekedést
talaltunk egyes gorbék kozott. Mindharom kitozan molekulatdmegnél alacsonyabb
abszorbanciat észleltiink 0,001%-o0s koncentracional a kontrollhoz képest. A 0,1%-o0s

cre

majd csokkend tendenciat mértiink. Ezek a jellemzdk a kis és nagy molekulatomegii mintak
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esetében hangsulyosabbak, mig a kozepesek esetében kevésbé. A mintdk abszorbanciaja

0,01%-o0s koncentracional a kezeletlen kontrollhoz hasonldan valtozott.

4.10. Zéta potencial meghatarozasa a baktériumsejt felszinén

A zéta potencialt a L. plantarum felszinén hataroztuk meg. A kezeletlen L. plantarum
tartalmt mintakban a zéta potencial értéke -15,15 £ 0,49 mV volt, amely a kitozan kezelést
kovetden pozitivabba valt. A zéta potencidl koncentraciofiiggést mutatott mindhérom
molekulatomegi kitozdn esetében. A legnagyobb zéta-potencial véltozast a 0,1%-os kitozén
kezeléssel kaptuk (LMW: -4,10 mV, MMW: -3,52 mV, HMW: -2,96 mV). A kiilonb6z6
molekulatomegii kitozdnnal kapott eredményeket 6sszehasonlitva a zéta potencial értékekben

nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget.

4.11. A kitozan-sejtmembran kolcsonhatas vizsgalata konfokalis mikroszképpal

A Lactobacillus sejteket az el6z0 vizsgalatokban hasznalt kitozdn koncentracidval
A kitozan FITC-el jelolt volt a detektalas érdekében. A legalacsonyabb kitozéan koncentracio
esetén az inhomogén eloszlasa volt megfigyelhetd a baktériumsejteken, a sejtfal kdzelében, mig
a membranfestéshez hasznalt FM ® 4-64 szintén egyenetlen eloszlast mutatott, ami a membran
aggregaciora enged kovetkeztetni. A legalacsonyabb koncentraciénal nemcsak membran
aggregaciot figyeltiink meg, hanem a sejtek megvaltozott alakja is sejtkarosodasra utal. A
kitozdn nagyobb koncentracidban (0,01-1%) egyenletesen oszlik el a bakteridlis sejtfal

feliiletén, mint egy egységes bevonatot képezve. A membran egyenletes festddése mellett a

crer
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5. Megbeszéles

Kutatasunk ¢és készitményfejlesztésiink célja az volt, hogy megfeleld stabilitasa,
takarméanyozasban hasznalt készitményt tartalmaz6 probiotikumot éllitsunk eld. A probiotikus
készitményt premix komponensként haszndlva 4ltaldban magas nyersrosttartalmi
takarmanyalappal keverik, amelyet nagynyomast gézben extrudalnak és megfeleld méretiire
apritanak. gy ebben a technologiai folyamatban a probiotikumot révid idejti, 80-100 °C koriili
héterhelésnek teszik ki. A fejlesztés kezdetén az volt a célunk, hogy a probiotikus torzseket
mikrokapszuldba agyazzuk, és termostabilitdsit novelé bevonatot vigylink fel ra. A
mikrokapszulak magjat natrium alginattal képeztiik, mely az egyik leggyakrabban alkalmazott
alapanyag. A valasztott modszeriink — a tansz€ki infrastrukturalis lehetoségeket figyelembe
véve — a vibracios electrospray technologia, melynek koriilményei a probiotikus torzsek
kapszulazésa szempontjabol a legkiméletesebbek. A Buchi 395-Pro késziilék gyartdi a
mikrokapszulazasi hatékonysag novelése érdekében olyan natrium alginat terméket
fejlesztettek, melynek jellegzetessége oldatként alkalmazva az alacsony viszkozitas és a
kedvezdbb reoldgiai tulajdonsag.

1. A mikrokapszulazott probiotikus torzsek hétoleranciajanak értékelése

A vizsgalat harom probiotikus torzs mikrokapszulazasaval kezdddott. Mindhdrom
probiotikum tartalmt mikrokapszuléat alginat magba agyaztuk, kitozan bevondst végeztiink €s
elsd Iépésben a probiotikus mintdk hdterhelését vizsgaltuk. A kisérleti koriilmények
megvalasztasadt a szakirodalomban kordbban hasznalt paraméterek és a valos extrudalési
paraméterek alapjan valasztottuk ki. Ugyanazt a tendenciat kaptuk mindhdrom probiotikus térzs
vizsgélataban, a bevonat nélkiili és bevont mikrokapszulak esetében az egyes héterheléses
eljarasok tekintetében. A peptonvizben torténd hékezelés mérsékeltebb hatast eredményezett,
valamint a hdvezetés jellege a valds kornyezetet jobban modellezi, ezért az itt kapott CFU
eredményeket vettiik alapul a kés6bbiekben.

Kiilonbséget figyeltiink meg a probiotikus torzsek hoterhelésre bekovetkezo életképesség
véltozasa és a kitozan bevonat kozott, mivel az E. faeciumot tartalmaz6 mikrokapszuldk
esetében a kitozan bevonat ndvelte a termotoleranciat a bevonat nélkiili mikrokapszuldakhoz
képest. A masik két torzs (Lactobacillus és Bifidobacterium), kitozan bevonas nélkiil jobb
hoallosagot mutatott, a kitozannal vald bevonas utdn azonban életképességiik szignifikansan
csokkent. Hasonlé eredményt publikaltak Surono 1. és munkatarsai, gasztrointesztinalis traktus

fels6 szakaszanak in vitro modelljében. Megfigyelésiink szerint az E. faecium és a L. plantarum
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eltérd ¢életképességet mutattak abban a vizsgalatban, melyet a szabad, planktonikus
baktériumok és az alginattal késziilt probiotikus mikrokapszuldkkal végeztek a gyomor és a
vékonybél in vitro modelljikben. Az E. faecium talélési szazaléka nem javult a
mikrokapszulazast kovetden, mig a L. plantarum tilélése 18,5%-r6l 84,5%-ra ndtt a szabad
sejtekhez képest. Ez az eredmény — hasonloan az altalunk kapotthoz — igazolja az E. faecium
eltérd érzékenységét a kornyezeti tényezokkel szemben.

2. A kioldodasi vizsgalatok tervezése és uj vizsgalati csoportok kialakitasa

A kitozan bevonattal kapott, nem vart eredmények a fejlesztési folyamatban egy 1 irdnyt
inditottak. A L. plantarum €s a B. bifidum hasonl6 érzékenységi tendenciat mutatott a héhatés
utan; ezért a tovabbi kisérleteket a L. plantarumra Osszpontositva végeztiink. A kitozén
bevonattal kapcsolatos életképességet mar csak a L. plantarum tartalmii mikrokapszulak
esetében vizsgaltuk, hogy meggy6zddjiink és feltarjuk a kitozan bevonas okozta életképesség
csokkenést. A probiotikumok életképességét az alkalmazas soran a gyomorban uralkodoé savas
kornyezet, a vékonybél fels¢ szakaszan felszabaduld epesavak és az emésztéenzimek is
csokkentik. A savas kdrnyezet azonban a kitozan oldékonysagat is noveli, igy elméletileg a
gyomor-bél traktusban leold6do kitozan €letképesség-csokkentd hatasaval is szamolnunk kell.
A kovetkez6 kioldodasi vizsgalatokban errdl kivantunk meggy6zddni.

A mikrokapszuldk egyik csoportjat bélben oldédé polimerrel, Eudragit L100-55-tel
vontuk be, hogy megvizsgaljuk a kiilonb6zé oldhatdsdgu bevonatok hatasat a L. plantarum
¢letképességére. Az Eudragit L100-55 bevonat lebomldsa pH-fiiggd, pH 5,5 felett oldodik.
Ezzel az enteroszolvens bevonattal elkeriilhetd volt a baktériumok felszabaduldsa savas
kozegben. Mesterséges gyomornedvként altalaban 1-2 pH-ju so6savoldatot szoktak hasznalni a
kioldddasi vizsgalatok soran, néha ezt natrium-kloriddal egészitik ki. Mivel vizsgalatainkkal a
bevonatként hasznalt anyagok ¢letképességet befolydsolo aktivitdsat kivantuk felmérni a
fiziologias korilmények szimulaldsa mellett, ezért a Ph.Hg. VIII.-ban javasolt 2,0 pH-ji s6sav
oldat helyett fiziologias PBS-t vélasztottunk kiolddé kozegként. A PBS pH-jat a vizsgalat
kezdetén 2,0 pH-ra, majd 60 perc eltelte utan 7,4 pH-ra allitottuk be.

3. A mikrokapszula felszinének vizsgalatai

A kioldddasi vizsgalatok elott megvizsgaltuk mind a kitozan, mind az Eudragit L100-55
bevonat mindségét és hatékonysagat. A SEM felvételek bemutatjak a bevonat nélkiili, szaritott
mikrokapszula feliileti kiilonbségeit és feliileti egyenetlenségeit. Az alginat mikrokapszula
felszine a liofilezést kovetden erdsen bardzdalt, amely a kitozadn bevondst kdvetden simabb lett;

a legsimabb feliiletet azonban az Eudargit L100-55 bevonattal alakitottuk ki, ahol a bevonat
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Osszefliggd volt. Az elemanalizis eredményei is megerdsitették, hogy a pozitiv toltésii kitozadn
a negativ toltésti alginattal komplexet képez a kitozdnnal bevont mintdk feliiletén, ami
kompenzalta a feliileti egyenetlenségeket. Az Eudragit L100-55 bevonatban a metakrilat
polimer teljesen bevonta a mikrokapszula feliiletét, ami 10%-o0s tomegndvekedést is
eredményezett.

4. A kioldodasi vizsgalatok és a felszabadulasi profil értékelése

A bevonatok hatékonysaganak ellendrzésére a mikrokapszuldkat harom csoportra:
bevonat nélkiili alginat (A), kitozdnnal bevont alginat (K) és Eudragit L100-55 bevonatu (E)
mikrokapszulakra osztottuk €s zselatin kapszulakba toltottiik. A zselatin kapszuldk egyik felét
szintén bevontuk Eudragit L100-55-tel, mig a tobbit bevonat nélkiil vizsgéaltuk. A bevonat
nélkiili és Eudragit L100-55 bevonatu zselatin kapszulak pH 7,4-es kioldasa ismét meglepd
eredményeket mutatott a kitozdnnal bevont mikrokapszulak csoportjaiban. A zselatin kapszula
bevonatatol fiiggetleniil a kitozdn bevonati mikrokapszuldkbol nem oldodott ki kelld szama,
életképes baktérium, mely telepet képezett volna a taptalajra torténd leoltast kovetden.

Az eredmény feltarasa érdekében egy ijabb kioldodasi vizsgalatot végeztiink, amelyben
aramlasi citometriaval vizsgaltuk a L. plantarum mikrokapszulakbol valo felszabadulasat és a
felszabaduld baktériumok ¢letképességét. Az aramlasi citometria alkalmas modszer a
baktériumszam meghatarozdsara ¢és az életképes-holt sejtek aranydnak megallapitasara. A
SYTOX Green pedig széles korben alkalmazott fluoreszcens festék az €16/holt sejtek aranyanak
aramlasi citometrias vizsgalatara. A sejtfelszabadulési vizsgalatban az iddintervallumonként
mikrokapszulakbol felszabaduld Lactobacillusok szamat vizsgaltuk. Kisérleteinkben a
kitozdnnal bevont mikrokapszuldkrdl a bevonat pH 2,0-s kozegben feloldodott, majd ezt
kovetden a kozeg pH-jat 7,4-re emeltiik, ami gélréteg kialakuldsat okozta a mikrokapszuldk
feliiletén. Emiatt a kitozannal bevont mikrokapszulakban a baktériumok kioldokozegbe torténd
diffuzioja az utols6 mintavételi idopontig gatolt volt, azt kovetden a gél-gat megbomlott, amely
a Lactobacillus szam hirtelen ndvekedését eredményezte. Az Eudragit L100-55 (Evonik
Industries AG, Germany) két emulgenst tartalmaz: natrium-lauril-szulfatot (0,7%) és
poliszorbat 80-at (2,3%). Az emulgensek koncentracidja nem csokkentette a baktériumok
életképességét, de hatékonyan oldotta az alginatot. Igy ezek a segédanyagok felgyorsithatjak az
alginat szétesését ¢s oldhatosdgat, ami a Lactobacillus-ok fokozott felszabaduldsat
eredményezhette.

Az éaramléasi citometrias vizsgalatokban kapott alacsony ¢élé/holt sejtek aranya

megerdsitette a CFU-meghatdrozas talélési eredményeit a kitozdnnal bevont mintédkban.
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Lactobacillus tartalm mintak aramlasi citometrids ¢és CFU meghatarozasi eredményei hasonlo
korrelaciét mutattak mas kutatok szerint is, tehat a két modszer jol kiegésziti egymast.
Mindezeket az eredményeket Osszevetettiik a publikélt adatokkal, ahol a kitozan bevonatl
mintak esetében nem irtak le hasonlo tapasztalatokat, sot a Lactobacillusok jobb ¢€letképességet
mutattak a kitozan bevonatii mintakban.

5. A kitozan koncentracio és a MIC érték meghatarozasa

A kioldddasi eredmények mellett érdemes Osszehasonlitani a kioldddasi vizsgalatok
modszerét ¢és az alkalmazott mikrokapszula/oldokozeg ardnyt. A termotoleranciat 15 mg
mikrokapszula/mL peptonviz koncentracidban teszteltiik, ami valamivel higabb koncentracio,
mint az irodalomban taldltak. Cheow és munkatarsai példaul 20 mg/ml peptonvizet, Jiang és
soran. A szimulélt gyomornedvben és bélnedvben végzett kioldodasi és felszabadulési tesztek,
valamint az alkalmazott mikrokapszula/kézeg arany 10-20-100 mg/ml volt. A kitozan
antibakterilis hatdsa miatt fontos tényez6 a mikrokapszula koncentracidja az oldokdzegben. A
kitozannal bevont probiotikus mikrokapszuldkat szamos tanulmany jellemezte, példaul a
rétegvastagsagot, az alginat-kitozan-alginat szerkezet kialakulasat és a kitozan bevonata
mikrokapszulak feliiletét figyelembe véve. A kitozan koncentraciojait azonban a
kioldokdzegben még nem vizsgaltdk ¢és nem hasonlitottdk Ossze a kitozan MIC-értékével
(minimalis gatld koncentracio) a kapszulazott probiotikus torzsre nézve, igy els6ként végeztiink
ilyen jellegii 6sszehasonlitod vizsgalatot.

Egyes 0Osszefoglalo jellegi publikaciok a kitozdn MIC értékek vizsgalataival
foglalkoznak, de a Lactobacillus torzsekre megfigyelt MIC-értékek érthetéen alul vizsgéltak.,
tobbnyire patogén mikroorganizmusokra vonatkozé adatokat kozolnek. Az egyetlen
kozlemény, amely a Lactobacillus torzsekkel kapcsolatos kutatasokat is publikdl, a MIC
értékeket harom torzsre adta meg, a kiilonb6z6 molekulatomegii kitozdnokra vonatkozoan. A
kovetkezd MIC értékeket tették kozzé 28-224 kDa-ra: L. plantarum (0,05-0,05%),
Lactobacillus brevis (>0,1-0,08%) és Lactobacillus bulgaricus (0,1-0,1%). A tanulményban a
kitozan molekulatomegének és pH-janak MIC-re gyakorolt hatasat vizsgaltdk. Ezeket a MIC
értékeket a 28-224 kDa tomegii kitozdnra adtak meg, de a kitozan acetilaltsagi fokat nem vették
figyelembe, ami szintén hatassal van a MIC értékre.
meg. A mikrokapszula és az oldodéasi kdzeg aranya ugyanakkora volt, mint az 4ramlési

citometrias kisérletekben. A mikrokapszulardl felszabaduld kitozan szamitdsaink szerint
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0,043%-0s koncentraciot eredményezett a kioldokozegben. A készitményhez ¢és a
kisérleteinkhez 50-190 kDa tomegi kitozant hasznaltunk, amely a H.K. No és munkatarsai altal
megadott nagysagrenddel azonos (28-228 kDa). Ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy
kisérleteinkben a kioldokozegben az oldott kitozan koncentracioja meghaladja a L. plantarum
MIC értekét.

Hipotézisiinket tovabbi vizsgalatokkal is igazolni szerettiik volna, melyeket mar nem
mikrokapszula formulacidéval végeztiik, hanem az oldott kitozan és a L. plantarum
kolcsonhatdsara fokuszaltunk. Vizsgéalni kivantuk a L. plantarum esetében tapasztalt
antibakterialis hatds mechanizmusat. Ebben a vizsgalatsorban elséként harom kiilonb6zo
molekulatomegili kitozan termék (LMW, MMW ¢és HMW) MIC értékét hataroztuk meg L.
plantarum-on. Ezen kitozan termékek kereskedelmi forgalomban kaphato, gélképzésre és
bevonasra hasznalt anyagok. A mikrodiliciés kisérletekben a MIC értékekre mindhdrom
kitozan esetében 0,007% -ot kaptunk. Ezzel igazoltuk a korabbi feltételezésiinket, miszerint a
kitozdn a MIC-érték feletti koncentracioban jelenik meg a kioldokdzegben a kioldddasi
vizsgalatok soran.

6. A kitozan gatlo hatasanak igazolasa és koncentraciofiiggésének vizsgalata

Az 1d6-6lési gorbék elemzésével, a CFU értékek alapjan kifejezett baktericid hatést
figyeltiink meg 0,007 m/v% koncentracio felett mindhdrom molekulatomegii kitozan esetében.
Baktericid hatést a legalacsonyabb koncentracional (0,003%) nem tapasztaltunk, ami korrelél a
MIC értékkel. Az 1d0-6lési vizsgalatban leoltott mintdkat 4aramlédsi citométerrel is
megvizsgaltuk. A Lactobacillus életképességét a holt sejtek fluoreszcens jelolésével hataroztuk
meg. Eredményeink itt is 6sszhangban vannak a Time-Kill Assay vizsgélattal. A L. plantarum
magasabb koncentracioknal (0,015-0,125 m/v%) a kitozan 25-75%-ra csokkentette. Kitozanra
a Lactobacillus torzsek esetében nem végeztek 1d6-6lési tesztet, de galluszsav-kitozan
szarmazékot teszteltek Staphylococcus aureus-on €s Escherichia coli-n. Ezekben az id6-61ési
vizsgalatokban a baktériumokat a MIC érték tobbszorosével kezelték, ami egyértelmiien
mutatja, hogy a MIC feletti koncentracio a baktériumok pusztulasat eredményezte.

7. A bakterialis sejtfal kitozannal kialakulé kdlcsonhatasanak igazolasa

A bakteridlis sejtfal kolcsonhatdsa bizonyos anyagokkal citoplazmatikus anyagok
felszabadulasdhoz vezethet. Ezek a kolcsonhatdasok csokkentik a membran integritasat,
melynek soran el6szor a citoplazmaban nagyobb koncentracioban talalhatdo kalium- és

foszfationok szabadulnak fel, majd nagyobb molekulak aminosavak, peptidek ¢és nukleinsavak
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is kijutnak a sejtbdl. A kitozan membranpermeabilitasra gyakorolt hatasat kiilonb6zé Gram-
negativ baktériumokban (P. aeruginosa és E. coli) is vizsgaltdk. Az E. coli esetében, a
nukleinsavak és fehérjék felszabaduldsat 260 és 280 nm-en kovették az id6 fiiggvényében.
Amikor a nukleinsav 30 perc elteltével felszabadul, az idégérbe maximuma 40 perc utan van
0,1% 50 kDa és 5000 kDa kitozan hatdsara, majd 100 perc utan csdkkend tendenciat mutat. Liu
¢s munkatarsai vizsgaltdk a sejtmembranok kitozan altal okozott kdrosodésat a S. aureus-ban,
amely egy Gram-pozitiv korokozd baktérium, ¢és megallapitotta, hogy a folyamat
koncentraciofiiggd. TEM-mikroszkoppal igazoltdk, ha a S. aureus-t 0,5%-os kitozannal
kezelték, az 0sztodo sejtek membranja sériilt és a sejttartalom elvesztése kovetkezett be. Sajat
eredményeink is hasonld tendenciat mutatnak, a L. plantarum kitozénnal valé kezelése utan,
mivel a 0,1%-os kitozan oldat gorbéi maximumot mutatnak. Vizsgélatokat végeztiink 0,01%-
os ¢s 0,001%-os kitozan oldattal is, mely esetben eltérd tendenciat tapasztaltunk. A 0,001%-o0s
kitozan oldat hasznalatakor alacsony abszorbanciat mértiink, mig a kdzepes koncentracioban
(0,01%) a kontrollhoz hasonlot, de ezeken a gorbéken nem figyelhetd meg olyan egyértelmii
nukleinsav felszabadulds, mint a legmagasabb koncentracioban tapasztalt esetben. Ez arra utal,
hogy a baktérium sejtfala csak a 0,1%-o0s kezelésre valik permeabilissd, ami a fenti 1d6-61ési
eredmények alapjan valdsziniileg a baktericid hatdsra vezethetd vissza. Az alacsonyabb
a 0,01%-os kezeléseknél bakteriosztatikus kolcsonhatasra utal. Vizsgalataink soran nem
figyeltink meg szignifikdns kiilonbséget a nukleinsav-felszabadulasban a kiilonb6zo
molekulatomegii kitozan termékek kozott; azonban a kozepesmolekulatomegli kitozan
gorbéjén a maximum megnyult, a nukleinsav felszabadulds alacsonyabb a kis- ¢és
nagymolekulatdomegli kitozanhoz képest. Ennek valoészinlileg az az oka, hogy a kdzepes
molekulatomegii kitozan a kis- és nagymolekulatomegli kitozan fizikai keveréke, amely
kozepes viszkozitasu terméket ad. A kdzepes molekulatomegili kitozan esetében altalaban
nagyobb szorast tapasztaltunk az eredményekben, ami feltehetden a fenti okbdl is adodik.

A permeabilitési teszt alapjan feltételeztiik, hogy koncentraciofiiggd kdlcsonhatas 1ép fel a
L. plantarum Gram-pozitiv sejtfala és a kitozan kozott. Eddig Gram-negativ koérokozo
baktériumokon végeztek permeabilitasi vizsgalatokat, igy a L. plantarum, mint Gram-pozitiv
baktérium esetében célul tztiik ki, hogy alaposabban tajékozodjunk a kdlcsonhatas és a gatlas
mechanizmusarél. A kitozan polikationos természete miatt varhatd, hogy a negativ toltési
baktérium sejtfal kdlcsonhatasba 1€p a kitozannal. A Gram-pozitiv baktériumok sejtfalanak f6

OsszetevOje a peptidoglikdnok, amelyekhez kovalensen kotddnek a sejtfalban lokalizalédo
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teikolsavak (WTA-k) és lipoteikolsavak (LTA-k). Ezek a Gram-pozitiv baktériumokban
talalhato anionos polimerek, WTA-k, amelyek a sejtfal teljes szaraz tomegének csaknem felét
teszik ki és nagy slirliségli negativ toltést biztosithatnak a sejtfalban. A zéta-potencial mérésével
megvizsgaltuk, hogy ez a kdolcsonhatas milyen mértékben befolyadsolja a baktériumsejtfal
felszinének toltését. A kisérletekben a baktériumszuszpenzidokat €s a kitozdn oldatokat
homogenizaltuk. Az inkubéciot kdvetden a folyékony taptalajt centrifugalassal eltavolitottuk a
mintdkbol, a sejtszuszpenzidt fizioldgias sdoldattal mostuk, majd megmértiik a zéta potencialt.
A zéta-potencial eredmények alapjan megallapithato, hogy a kitozdn a mintdk mosasa utan is a
egyre pozitivabb lett. Ez arra utal, hogy minél nagyobb a kitozdn koncentracioja, annal jobban
befedi a baktériumok felszinét. Nagyobb koncentracioban a polimer lancok Osszefonddasa
miatt a kitozan itt ugy viselkedik, mintha nagy molekulatomegii, hosszi lanc lenne. Nagy
mérete miatt nem tud belépni a sejtbe, de extracellularisan kolcsonhatasba 1ép vele.
Valoszintileg ez a hosszan tart6 kolcsonhatas lehetdveé teszi a baktériumsejt membranjanak
megnyilasat és permeabilitisanak novekedését. A kolcsonhatast konfokalis mikroszkoppal
vizsgéaltuk a membran fluoreszcens jelolésével és FITC-el jelolt, kismolekulatomegi
kitozannal. Az FM®4-64-et membranfestékként hasznaltuk, amelyet endoszomak jeldlésére is
hasznélnak. Alacsonyabb koncentracioban (0,001%) a kitozdn nem egyenletesen oszlik el a
baktériumsejt felszinén, amit a FITC-kitozan zdld foltjai jeleznek. Ezenkiviil hasonlo
aggregatumokat figyeltiink meg a bakterialis membranban (piros szinii), amelyek atfedésben
vannak a FITC-kitozdn aggregatumokkal. Alacsony kitozan koncentracioban a helyenként
megvastagodott membranstruktira is utalhat a bakteridlis sejtbe jutd kitozdn hatdsara
bekovetkezd internalizacidra. A kitozan 0,001%-os koncentracional azonban valdsziniileg nem
okoz baktericid vagy bakteriosztatikus hatdst sem, mivel a MIC-nél alacsonyabb
koncentracional nem tapasztaltunk szignifikans csokkenést a CFU értékekben. Ennek ellenére
a kis molekulatomegii kitozdn mintdkban a CFU enyhén alacsonyabb a vizsgalat elején, ami

bizonyos gatl6 hatésra utalhat.
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Osszefoglalas

A probiotikus baktériumok mikrokapszuldzasa szdmos elénnyel jar. Javithatja az

¢letképességet, megkdnnyiti a tarolast és az adagolast, valamint célzottan képes a megfeleld

helyen ¢és idében felszabadulni a gasztrointesztinalis rendszerben. A vizsgalatok és formulélés

soran azonban vannak olyan tényezOk, amelyeket figyelembe kell venniink, mivel jelentds

mértékben torzithatjak a vizsgalati eredményeket és csokkenthetik a készitmény hatékonysagat.

A doktori munkamban a mikrokapszula bevonatként alkalmazott kitozan életképesség-

csOkkentd hatasat vizsgaltam a probiotikus — elsdsorban Lactobacillus plantarum — térzseken.

A munkam soran az alabbi megallapitdsokat tettem:

1.

A kitozdn bevonat a mikrokapszula felszinérél leoldédva csokkentette a
Bifidobacterium bifidum ¢és a Lactobacillus plantarum életképességét. Ezen
¢letképesség-csokkentd hatas miatt a kitozan termoprotektiv szerepének értékelése e két
torzsnél nem megalapozott. Az Enterococcus faecium esetében a kitozan
termostabilizal6 hatasat igazoltam.

A kitozdn bevonattal ellatott Lactobacillus plantarum tartalmi mikrokapszuldk
mesterséges gyomor-, és bélnedvben torténd kioldasa soran jelentds életképesség
csokkenést allapitottam meg.

Elséként hataroztam meg a mikrokapszula felszinérdl leold6do kitozan bevonat
mennyiségét FITC-el jelolt szarmazék segitségével. Megallapitottam, hogy a kitozan
koncentréacioja a kioldokdzegben a L. plantarum MIC értékéhez viszonyitva legaldbb
0tszOros.

Igazoltam, hogy a kitozan ¢életképesség-csokkentd hatasa koncentraciofiiggést mutat a
L. plantarum esetében. Az éltalam felhasznalt kiilonb6z6 molekulatomegii kitozan
szarmazékok életképesség-csokkentd hatasa kozott azonban szignifikans kiilonbséget
nem allapitottam meg.

Igazoltam, hogy a kitozan a L. plantarum sejtek membranjaval létesit irreverzibilis
kapcsolatot, mely kdlcsonhatds a kitozan polikationos jellegébdl adodik. A kitozan
¢letképesség-csokkentd hatdsa 0,1%  koncentrdcioban a membranintegrités
csokkentésével fiigg 6ssze. Els6ként igazoltam a konfokalis mikroszkopos felvételekkel

a kitozan L. plantarum sejtfalahoz torténd adszorpciojat.
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Eredményeim alapjan ezért javaslom a probiotikus készitmények preformulécios vizsgalata
alatt a felhasznalt segédanyagok MIC értékének meghatarozasat és a kioldodas soran kialakuld
segédanyag koncentraci6 meghatidrozasat, hogy kovetkeztetéseket tudjunk levonni a

készitmény varhatd hatékonysagardl és stabilitasarol.
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Ko6szonetnyilvanitas

Halas kdszonettel tartozom Dr. Varadi Judit témavezetdmnek, hogy még hallgatoként,
a TDK keretein beliil kisérletes kutatdmunkara adott lehetdséget a Gyogyszertechnologiai
tanszéken. Iranymutatasaval elkészithettem szakdolgozatomat, majd folytathattam a munkét
PhD hallgatoként. Koszondm, hogy barmikor szémithattam oOtleteire, tanacsaira &s
szaktudasara. Koszonom a kezdetektdl vald tdmogatasat, az épitd szakmai kritikakat és azt a
barati munkakapcsolatot, ami jellemezte koz6s munkankat.

Koszonetet kell mondanom Prof. Dr. Bacskay Ildikénak és Prof. Dr. Vecsernyés
Miklosnak, hogy lehetdséget biztositottak a Gyogyszertechnoldgiai Tanszéken a kisérleti
tudomanyos munka végzésére €s hogy késObbiekben a PhD doktori kutatasaimhoz az anyagi
hétteret biztositottak.

Koszonettel tartozok a Petz Aladar Egyetemi Oktatdé Korhaz vezetésének, illetve a
Gyobgyszerészeti Osztaly vezetdjének, Hutyanné Dr. Somogyi Aranka FOgyogyszerész
Asszonynak, hogy engedélyezték a PhD képzésbe vald belépésemet.

Halds vagyok Dr. Remenyik Judit a Debreceni Egyetem Mezdgazdasag-,
Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar tudomanyos féomunkatarsanak és a kar
vezetésének, hogy a TDK munkam alapgondolatat adtdk €s anyagi tdmogatast adtak. Kiilon
koszondm Tanarnd tutori tdmogatasat is a PhD munkam soran.

Kosz6nom a segitséget a Gyogyszertechnologiai Tanszékrél Dr. Haimhoffer Adamak
¢s Dr. Gal Bernadettek a fluidizacios eljaras kidolgozasaért és kivitelezéséért, Dr. Vasvari
Gabornak a zselatin kapszulak bevonasaban ¢és toltésében nyujtott segitségéért. Budai
Istvannak, a Debreceni Egyetem Miiszaki Karan késziilt SEM felvételekért, Dr. Bakai Bereczki
Ilonanak a Debreceni Egyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar Gyogyszerészi Kémiai Tanszékén
a FITC-el jelolt kitozan elkészitéséért, Dr. Vamosi Gyorgynek a Debreceni Egyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézetében késziilt konfokalis mikroszkopos
felvételek.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani Dr. Kovacs Renatonak, valamint Kovacs Fruzsina
és Balla Noémi PhD hallgatoknak, a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomaényi Kar,
Orvosi Mikrobiologiai Intézetében végzett segité munkajukért, a baktériumok tenyésztésért, az
¢letképességi vizsgalatokért, a CFU meghatarozasokért, a MIC érték meghatarozasaért és az

ezzel jard szamtalan leoltasért.
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Koszonom tovabba a segitséget Dr. Fenyvesi Ferencnek, a Gyodgyszertechnologiai
Tanszék munkatarsanak az aramlési citometrids mérések elvégzéséért, valamint kdszonettel
tartozom még a sok szakmai iranymutatasért, amit kaptam tdle.

Koszonetet szeretnék még mondani a Gyogyszertechnologiai Tanszék minden név szerint nem
emlitett munkatarsanak.

Végiil, de nem utolsé sorban, kifejezhetetlen halaval tartozok a Csalddomnak a
tamogatasukért és azért, hogy megteremtették azt a kiegyensulyozott, nyugodt hatteret, ami
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Az értekezés 1étrejottét az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 ,,Debrecen Venture Catapult
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