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1. Bevezetés

Definicid szerint, probiotikumnak tekintheték azok az €16 mikroorganizmusok, amelyek
megfelel6 mennyiségben adva jotékony hatassal vannak a szervezetre [1]. Azaz a
probiotikumok alatt olyan, a szervezet szamara elonyds, nem patogén, ¢l
mikroorganizmusokat értlink, amelyek vagy jelen vannak a normal flora részeként, vagy
segitenek annak helyreallitasaban egy azt érdé negativ behatas utan.

A probiotikumok felhaszndldsa egyre nagyobb teret hodit az allattartasban 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 szdrmazékokat. Amennyiben ezt rovidtavon vizsgaljuk, azt a megallapitast tehetjiik,
hogy egy nagyon jo és eldny0s 1épés volt az antibiotikumok bevonésa a takarmanyozasba.
Azonban, ha ennek az antibiotikum felhasznaldsi mdodnak a hosszatavu és globalis hatasait
tekintjlik, rogton szembetlinik a modszer arnyoldala. A subterapids d6zist antibiotikumnak nem
lesz terapias értékili baktericid vagy bakteriosztatikus hatésa, azonban a kérokozok 1ényegében
a minimalis gatlo koncentracio (MIC) érték alatti dozisban talalkozhatnak az antibiotikummal,
ami melegagya a gyors rezisztencia kialakulasanak. Az 1980-as évek ota 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 el6nyds, 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 kdlcsonhatasban vannak
egymassal. Az Egy Egészség Europai K6zos Program (OHEJP) az Eurdpai Bizottsag altal
tarsfinanszirozott, tudomanyos egyiittmiikddésen alapuld kutatdsi program, amelynek célja,
hogy az ¢élelmiszerekbdl szarmazo zoondzisok, az antimikrobialis rezisztencia és az Gjonnan
megjelend mikrobioldgiai veszélyek elleni kozos fellépések révén segitse megeldzni €s
ellendrizni az emberi egészséget befolyasold, ¢élelmiszer eredetli ¢és kornyezeti
szennyezddéseket. Az ember—dllat-O0koszisztéma hatarfeliiletén jelentkezd egészségiligyi
veszélyek és kockazatok felismerése, értékelése €s kezelése csak globalisan, tobb szaktertiilet

Osszefogasaval lehetséges [2].



1.1. A probiotikumok csoportositasa és kivalasztas szempontjai

A probiotikumok vizsgalata ¢és kutatdsa nem Ujkeletli, mar az 1800-as évek végén
végeztek kutatdsokat a szoptatott csecsemok bélflorajanak osszetételével kapcsolatban, illetve
az 1900-as évek elején izolalt Escherichia coli-t mar egészségiligyi problémak megoldésara is
hasznaltak [3]. Napjainkban mar olyan sok féle probiotikus hatasi mikroorganizmust
hasznalnak, hogy érdemes ket szisztematikusan csoportositani.

Az elso és legfontosabb szempont lehet az, hogy milyen eredetii mikoorganizmusroél van
sz0, bakterialis vagy nem bakterialis. Elmondhatjuk, hogy a legtobb probiotikum valamilyen
baktérium, csak néhany tartozik a gombak kozé. A leggyakrabban hasznalt baktériumok kozé
tartoznak a Lactobacillusok, a Bifidobacterium, szamos Bacillus faj, valamint az Enterococcus
néhany képviseldje. A gombdk kozott emlitésre méltd az Aspergillus oryzae, a Candida
pintolopesii, a Saccharomyces bourlardii €s a Saccharomyces cerevisiae. E1s0 probiotikumként
nem sporaképzd baktériumokat hasznaltak, mint a Lactobacillusok, majd megjelentek a
sporaképzok is, példaul a Bacillus subtilis és a Bacillus amyloliquefaciens. Tovabbi fejlodést
jelentett, amikor mar nem csak monokultaraban hasznaltdk a probiotikumokat, hanem ezeknek
a keverékét alkalmaztak. Ilyen kereskedelmi forgalomban kaphaté probiotikum keverék
példaul a PoultryStar ME ami Enterococcus faeciumot, Lactobacillus reuterit, L. salivariust és
Pediococcus acidilactici keverékét tartalmazza és az allattakarmanyozasban alkalmazzak[4].

A probiotikus mikroorganizmusok kivalasztasanal kardinalis kérdés az, hogy hogyan
viselkedik in vivo koriilmények kozott. A megfeleld hatds eléréséhez nagyon sok, néha
sz€lsOséges koriilményt kell tulélnitik és életképesnek maradniuk. Ilyenek példaul a szervezeten
beliili pH viszonyok, a gyomor erésen savas kozege vagy éppen a duodenumba 6mld epe,
epesavakkal terhelt kornyezete. Amennyiben ezeken a nehézségeken a mikroorganizmusok
tuljutottak, fontos kérdés még, hogy képesek-e megtelepedni a bélrendszerben, képes-e gyorsan
novekedni és képes-e kialakitani a normalflora szamara azt az Gjra idealis kdzeget, ahol képes
visszaéplilni. A jobban ellendlld fajok kozé tartoznak a sporaképzd baktériumok. A
sporaképzés, gy miikodik, mint egy bakteridlis panikszoba. Amint a baktérium a kornyezete
nem idedlis a tuléléshez, a baktérium a létfontossagu részeit egy endosporaba zarja, ezzel
atvészelve a nem kedvezd koriilményeket. Amint azonban a baktérium tjra olyan kérnyezetbe
keriil, ami a szaméra ideélis, az endosp6rabol kibujva meginditja az életfolyamatait. igy ezek a
fajok még inkabb alkalmasak takarméanyokhoz vald keverésre, mert jobb a tulélési esélyiik
példaul egy pelletalaskor fellépd hohatas utan, vagy egy tartdsabb UV besugarzast kovetden,

vagy éppen a tarolasi 1d6 alatt.



A probiotikumok tobb hatdsmechanizmussal is rendelkeznek a vizsgalatok szerint.
Képesek megvaltoztatni a gasztointesztinalis traktus mikrobiota, azaz a mikroorganizmusok
Osszességének Osszetételét. Ezzel a jotékony és patogén mikroorganizmusok egyenstlyat fent
tudjak tartani vagy helyre tudjak azt allitani. Ez a probiotikus mikroorganizmusok altal termelt
antimikorobidlis anyagokkal, az igynevezett bakteriocineken valosul meg, valamint kompetitiv
moédon képesek kizarni a patogén korokozok bélhamhoz vald adhéziojat [4]. A probiotikus
vagy mas néven a lokalis denzitds érzékelés a populacidsiiriiséggel parhuzamot mutatd
rendszer. Amennyiben megfelelden nagy populacio fejlodik ki egy adott baktériumbol, képesek
kiilonboz6 anyagokat termelni, amelyeknek hatdsa additiv modon érvényesiil. Lehet ez példaul
egy olyan exoenzim, amely sejten kiviili emésztést segit eld, vagy a vas felvételét facilitalo
szideroforok, vagy ¢éppen a patogénekre jellemz0 ¢€s azok invazivitasat fokozo
virulenciafaktorok. A Lactobacillus acidophilus in vitro megzavarta az E. coli O157:H7
enteroheamorrhagidt okozé baktérium virulencia faktordnak termelddését ezzel a
gasztrointestinalis traktus kolonizaciojat [5, 6]. Azonban azt figyelembe kell venniink, hogy a
jotékony hatast probiotikus fajok is elveszithetik ,,szelidségiiket” és komoly infekcidkat
képesek okozni, ezért a biztonsagossagukat vizsgaljak és folyamatosan nyomon kovetik.

Az 1. tablazat az allattakarméanyozasban leggyakrabban alkalmazott baktérium torzseket
mutatja be. A kisérleteink sordn harom nemzetségbdl keriiltek ki a mikrokapszuldzasra szant
baktérium torzsek, melyeket a Debreceni Egyetem Mezégazdasag-, Elelmiszertudomanyi és

Kornyezetgazdalkodasi Kara valasztott ki €s biztositott szamunkra.

Baktérium nemzettség faj
Aspergillus oryzae
niger
Bacillus licheniformis
subtilis
Bifidobacterium animalis
bifidum
bifidus
themophilus
Candida pintolepesi
Clostrydium butyricum
Escherichia coli
Enterococcus faecium
faecalis



Lactobacillus thermophilus
acidophilus
brevis
bulgaricus
casei
plantarum
reuteri
rhamnosus
lactis

Lactococcus lactis
Pediococcus acidilactici
parvulus
Prevotella bryantii
Saccharomyces bourlrdii
cerevisiae
servisia
Streptococcus faecalis
faecium
gallolyticus
salivarius subsp.thermophilus

1. Tablazat Az allatok takarmanyozasaban leggyakrabban alkalmazott probiotikus torzsek[4]

1.2. Bifidobacterium bifidum

A Bifidobacterium fajok Gram-pozitiv sejtfallal rendelkeznek, jellemzden anaerob
koriilmények kozott €letképesek, ebbdl kifolydlag a vastagbél baktériumflorajanak jelentds
részét tehetik ki[7]. Az anyatejjel taplalt csecsemdk bélrendszerében is megtalalhato, ezek a
fajok kolonizaljak elséként a bélrendszert. Nagy jelentdsége van az anyatejjel a csecsemd
szervezetébe jutd oligoszacharidok (HMO — human milk oligosaccharide) lebontasdban. Az
anyatejben 1évé HMO a baktériumoknak olyan tdpanyagként szolgalhat, amelyet a szervezet
nem képes megemészteni, tehat 1ényegében prebiotikumként is funkcional [8].

Baromfiban az ¢élelmiszer-adalékanyagként hasznalt Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium thermophilum és Bifidobacterium longum fajok képesek csokkenteni a
kokcidiozist Eimeria tenellaval fertdzott brojlercsirkékben. Ezen kiviil protektiv hatast fejt ki a
Salmonella és Listeria fajok ellen in vitro és az E. coli ellen csirkében, valamint anti-
Campylobacter aktivitast is megfigyelek.

Osszességében, a Bifidobacterium nemzetséghez tartozd baktériumokat alaposan
tesztelték a takarmany-adalékanyagként €és a hagyomanyos antibiotikumok tenyésztési
alternativajaként vald alkalmazasuk szempontjabol. A kapott eredmények igéretesek, és

bizonyos kérokozok specifikus gatlasara valo képességiik nagy eldnyt jelent [9].



1.3. Enterococcus faecium

Az Enterococcus faecium egy Gram-pozitiv sejtfallal rendelkezd, hemolitikus vagy nem
hemolitikus, kommenzalis baktérium. Megtalalhato a normal bélfléra tagjaként, azonban lehet
patogén is. A patogén tulajdonsagai miatt nem elfogadott probiotikum, az EFSA (European
Food Safety Authority) QPS (qualified presumption of safety) listajara nem keriilt fel, a nem
tisztazott virulencia gének miatt [10]. Az Enterococcus torzsek alapvetden széles pH és hd
tartomanyban életképesek. Részben ezért is versenyképesek a gasztrointesztindlis traktusban
¢l6 tobbi baktériumfajjal szemben. Valamint termelnek bakteriocinokat, amelyekre
antibakterialis fehérjeként tekinthetiink [11]. Sertés takarmanyozasban felhasznalt E. faecium
NCIMB 10415 a vizsgalatok alapjan csokkentette a Chlamydia fertdzéseket és patogén E. coli
szerotipusok megjelenését [12]. Ezek alapjan, akér ugy is tekinthetiink rd, mint egy jovobeli
probiotikum jeldlt, amennyiben megoldottd valik a patogén és kommenzalis baktériumok

elkilonitése.

1.4. Lactobacillus plantarum

A Lactobacillus plantarum Gram-pozitiv, palcika alaka baktérium. Alkalmazkodo
képessége a tejsavbaktériumok kozott is kimagaslo, ez annak kdszonhetd, hogy a legnagyobb
genommal rendelkezd baktériumok egyike [13]. Széles pH és hd optimummal rendelkezik.
Vizsgalatok alapjan pH 3.4-8.8 kozott, illetve 21-40 °C intervallumban életképes és mutat
novekedést [14, 15]. A L. plantarum fakultativ heterofermentiv anyagcseréhez sziikséges
enzimkészlettel rendelkezik, igy a felvett cukrokat, tapanyagot a kdrnyezetétdl fiiggd utvonalon
képes bontani és abbol energiat nyerni [13].

A L. plantarum probiotikus tulajdonsagait tobb betegség adjuvans kezelésében is
vizsgaltak. Pozitiv hatdst mutatott példaul diabetes mellitus kettes tipusdban szenvedd
betegeknél, ahol tizenegy hetes kezelés utan a HbAlc szint pozitiv valtozast mutatott, ami arra
utal, hogy a szervezet gliikozhéaztartasat javitotta [16]. Hasonléan pozitiv kimenetelt mutatott
az acne vulgaris kiegészitd kezelésében. A probiotikus kezelésben is részesiild betegeknél a L.
plantarum hatasara, a klinikai tlinetek stlyossaga csokkent [17]. Egy masik, kontrollalt, kettds
vak, randomizalt vizsgalatban, a L. plantarum hataséat vizsgaltak irritabilis bél szindromaban
(IBS). A vizsgalat kezdetekor, a betegségben szenveddk 5 €és 10 pont kozott értékelték a sajat
fajdalmukat. A kiindulési értékhez képest a fajdalom jelentds csokkenése volt megfigyelhetd

minden betegnél, akik L. plantarum kezelésben részesiiltek. Az aktiv készitményt kapo betegek
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70%-a (n=14), a kezelés megkezdése utan 1 héttel a hasi fajdalmak jelentds csokkenését
jelentette, a maradék 30% pedig, a hasi f4jdalom jelentds csokkenésérdl szamolt be a kovetkezd
2-3 héten beliil. A kontroll csoportban 1évo, 19 IBS-es beteg szintén egy 5 és 10 kozott skalan
értékelte a fajdalmait. A vizsgalat végén 16 beteg még mindig szenvedett fajdalomtol, enyhe
javulas is csak 11 betegnél volt megfigyelhetd ebben a csoportban [18].

Vizsgaltdk tovabba Clostridioides difficile fertézés megelézésében is a L. plantarum
299v-t. A C. difficile teszt a kontroll csoport 19%-anal (4/21) volt pozitiv, ami megegyezik az
irodalomban kozolt aranyokkal az antibiotikumokkal kezelt korhdzi betegek esetében. L.
plantarum 299v-vel kezelt csoport egyik betegének sem volt pozitiv C. difficile tesztje, ami arra
utal, hogy a L. plantarum 299v probiotikum ellenstlyozhatja vagy akar meg is akadalyozhatja
a C. difficile kolonizaciot a kritikus allapot, antibiotikumot kapo betegekben. Ezek az
eredmények megegyeznek egy masik vizsgalat eredményeivel, amelyben az antibiotikummal
kezelt korhazi, nem intenziv osztdlyon 1évd betegek ugyan nem L. plantarum 299v-ot
profilaktikus kezelésben részesiiltek, hanem Lactobacillus caseit, Lactobacillus bulgarist és
Streptococcus thermophilust tartalmazé készitményt kaptak. Ebben a vizsgélatban sem talaltak
C. difficile-t az aktiv kezelési csoportjukban, mig a kontrollcsoport alanyainak 17%-a volt
pozitiv az adott fajra. igy valosziniisithetd, hogy a C. difficile kolonizacidja az antibiotikummal
kezelt betegekben csokkenthetd probiotikumok antibiotikumok mellé torténd adasaval. Az
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy kritikus betegségek esetén a L. plantarum 299y
profilaktikus a C. difficile megtelepedése ellen [19, 20].

A 2. tablazatban a fejlesztéseinkhez kivalasztott probiotikus baktériumok nemzettségeit

hasonlitom 0ssze a legfontosabb jellemz6ik alapjan.
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Nemzettség

Bifidobacterium

Lactobacillus

Enterococcus

1000 nm
—

[21] sajat felvétel [22]
Gram festés Pozitiv pozitiv pozitiv
. . 0,5-1,3pm-t61 0,5-1,2um-t61
mérettartomany 1.5-8,0pm-ig 1.0-10,0pm-ig 0,6-2,5 um
morfoldgia elagaz6 Y alaku pélca nem elagazoé palca ovalis, gdbmb
1,csoport: obligat
homofermentative
pl, Lactobacillus
acidophilus
2,csoport: fakultativ
metabolikus heterofermentativ, heterofermentativ fakultativ anacrob
tulajdonsagok anaerob pl, Lactobacillus
plantarum
3,csoport: obligat
heterofermentativ
pl, Lactobacillus brevis
sporaképzés nem jellemz6 nem jellemzd nem jellemzd
Emberek, mas melegvéri s
, , Az emberek €és mas . .
allatok és rovarok o s Talajban 1év6 taplalékban,
. melegveéra allatok e .
szajaban és szAiiirecénben a vizi allatokban és a
bélrendszerében . jureg o madarakban, Kedvezo6tlen
. . . bélrendszerében és N o
,, . talalhatd, szennyvizben . . 1 a1 kornyezetben is tilélnek,
el6fordulas Y . hiivelyében a normal fléra | |~ .
és klinikai mintakban is, . o, és szinte mindenhol
1 része. Tejhtisban, halban, .
Jellegzetes, elsoként , . , megmaradnak. Human
: e pacolt és fermentalt
megjelend torzsek a . . szervezetben a gyomor-
B termékekben is . )
csecsemok 1 béltraktusban gyakoriak.
1 , megtalalhato.
bélrendszerében,
A fogszuvasodason kiviil
. . B a Lactobacillus-okat Korhazi hugyuti fertézések
patogenitas nem jellemz6

altalaban apatogénnek
tekintik.

gyakori koérokozoi,

alkalmazasa az
allattakarméanyozasban

baromfi: névekedés gyorsitd és végsé tomeg noveld, enterdlis korokozok elleni
védekezés vagy megeldzés, novelik a tojas mennyiségi termelését s a mindséget

sertés: elvalasztas utani hasmenés megel6zésére

kérédzok: novelik a sulygyarapodasukat

2. Tablazat A mikrokapszulazasra kivalasztott probiotikus térzsek nemzettségeinek bemutatasa a fobb

jellemzoik alapjan
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1.5. A mikrokapszulak jelentosége a gyogyszerformulalasban

1.5.1. Mikrokapszulak, mint hordozo6 rendszerek

A mikro- ¢és nanokapszuldk napjaink gyakran alkalmazott és vizsgalt hordozo
rendszerei. Lehetdvé teszik a hatékony gyogyszerbevitelt a citotoxikus hatdéanyagok esetében,
igy az adott készitmény terapias hatékonysaganak novelését, valamint mellékhatasprofiljanak
pozitiv irdnyu valtozasat. A , mikrorészecske” és ,,nanorészecske”, azaz a mikropartikulum ¢és
nanopartikulum kifejezések a vonatkozé részecskeméretnek megfeleléen hasznalatosak. Az 1
um-nél kisebb részecskeméretet nanométeres nagysagrendi részecskéknek, mig az ettdl
nagyobb részecskéket mikrorészecskéknek nevezziik. Az 1000 pm-nél nagyobb részecskéket a
makrorészecskék kozé soroljadk. A mikro/nanokapszulak azok a rendszerek, amelyekben a
hat6anyag homogén modon diszpergéalddik a polimer matrixban, monolitikus rendszert alkotva,
ahol nem lehet kiilon magot azonositani.

Néhany példa a mar forgalomban 1évé mikro/nanokapszulazassal eldallitott
készitményre: fajdalomcsillapitok (aszpirin; indometacin); szteroidok (progeszteron,
prednizolon); vitaminok (A- K- C-vitamin); nyugtatok (barbituratok); antibiotikumok
(szulfamerazin; szulfadiazin, szulfametoxazol, ampicillin, eritromicin); kemoterapias szerek
(metilglioxal, mitomicin, 5-fluorouracil, doxorubicin); prosztaglandinok és radiofarmakonok.
Gyogyszerleadd rendszerként a mikrorészecskék orélis beaddsra alkalmasak. Kis
részecskeméretilk miatt nagyon jol eloszlanak a gyomor-bél traktusban és nagy fajlagos
feliiletiik miatt jelent6sen novelik a felszivodast. Ezenkiviil, a nanorészecskék parenteralis,
intravénas Uton is adminisztralhatok és ezek is konnyebben diffundalhatnak a szovetekbe, mint

a nagyobb részecskék [23].

1.5.2. A mikrokapszuldzas modszerei

Porlasztva szaritas

A porlasztva szaritas egy olyan technika, amelyben a betaplalt oldatot — a maganyag és
a falanyag keverékét — porlasztjdk egy kamraban, ahol forr6 levegd hatasara a kod kiszarad és
porrd alakul (1. abra). Kiilonboz6é tényezoktdl fiiggden, mint példaul a betaplalasi oldat
jellemzditdl és az lizemi koriilményektdl fiiggden, kiilonbdzd szemeseméretii por allithato eld.

A porlasztva szaritdsnal a maganyag, azaz a kapszuldzni kivant anyag csapdazodik a széritott
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porba. Elénye ennek a mddszernek, hogy gazdasagos, rugalmas, sokféle anyaghoz hasznalhat6
¢s konnyen méretezhetd. A betaplalasi homérséklet emelkedése esetén csokkenteni kell a
viszkozitast és a cseppek méretét. Egyes héérzékeny komponensek valtozasa vagy bomlasa
azonban a magas hémérséklet miatt el6fordulhat. Annak biztositasa érdekében, hogy minden
permetezett csepp elérje a kivant szaritdsi szintet, a porlasztd eldtolasi sebességét a
szaritokamraba torténd permetezés eldtt megfeleléen be kell allitani. Ugyanez igaz a szaritas

soran hasznalt levegd homérsékletére €s aramlési sebeségére is [24, 25].

Maganyag Homogenizald

v
AAAA A

=

Kapszulafal m
Emulzid —)

Meleg
levegé
Fuvoka
” ’ /.’f "“-
Porlasztott reszecskek ¥\
o
00® o ©
0o® ©
[¢] ° i
o 0
Mikrokapszulak >0 © ©
\ Oo o 0
o]
o ©
o]

1. abra Porlasztva szaritas sematikus abraja [24]

Porlasztva hiités

A porlasztva hiitéses kapszulazasi modszer nagyon hasonld a miikodését tekintve a
porlasztva szaritdshoz. A 6 kiilonbség a hideg levegd hasznélata. A maganyag és a falanyag
keverékét porlasztjak, hogy kod keletkezzen egy kamraban, amelyben hideg levegd aramlik. A
kamran beliili alacsony homérséklet a mikrocseppek megszilardulasat eredményezi, ami

mikrokapszulazott por képzddéséhez vezet [25]. Ennek a modszernek szamos hatranyat
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igazoltak. Egyes tanulmanyok kimutattdk, hogy a porlasztva hitéssel kialakitott

mikrokapszuldk nem til stabilak, ez a maganyag kilokddéséhez vezet a tarolas soran [26, 27].

Koacervacios eljaras

A koacervacio egy egyszerli technika, amely soran a falanyag homogén rétegének
kialakitasara keriil sor a maganyag koriil. Ezt Ggy érik el, hogy a fal anyaganak fizikai-kémiai
tulajdonsagait megvaltoztatjdk a homérséklet, a pH vagy az ionerdsség valtozasaval. Itt a
maganyagot ¢€s a falanyagot Osszekeverik, nem elegyedd oldatot képeznek. Ezutan a
fazisszétvalasztast az ionerdsség, a pH vagy a hémérséklet valtoztatasdval indukaljak, hogy
koacervatumokat képezzenek, amelyek apré folyadékcseppek és polimerben gazdag siiri
fazisbol allnak. Ezek a koacervatumok ezutan koriilveszik a maganyagot, €s mikrokapszulakat
alkotnak. Két vizes kozeg kozotti elektrosztatikus kolcsonhatas felelds a folyadékbol gélbe valo
atmenetért, azaz az ionos gélesedésért, és igy a falanyag szilarduldsaért. Ezt a technikat
alapvetden hidrofil molekuldk kapszuldzasara hasznaljak.

Az ilyen koacervaciot, amely csak egy polimer anyagot érint, egyszerli koacervacionak
nevezziik, a leggyakrabban alkalmazott polimer példaul a natrium-alginat. Az egyszera
koacervacid soran a natrium-alginatot feloldjak vizben, és belekeverik a kapszulazando
hatdéanyagot, és a képzodott elegyet cseppenként egy gélképzd kozegbe, példaul kalcium-
kloridba vezetik. A natrium-alginat és a kalcium-klorid kozotti ionos kdlcsdnhatas oldhatatlan
polimer, kalcium-alginat képzddéséhez vezet.

A koacervacio egynél tobb polimert is magaban foglalhat, akkor ezt komplex
koacervacionak nevezik. A komplex koacervacidoban gyakori hasznalt polimerek, a zselatin és
az alginat. A zselatint savas pH-n vizben oldjak pozitiv toltések elérése érdekében, az alginatot
pedig vizben oldjak bazikus pH-n, hogy negativ toltésli polimert kapjanak. A kapszuldzandé
hatéanyagot az alginat oldatba keverjiik és megfeleléen homogenizéljuk. Ezt az alginat fazist
ezutan intenziven Osszekeverik a zselatin fazissal, és a homérsékletet addig emelik, amig az
alginat és a zselatin kozotti kémiai reakcid meg nem indul. A hatéanyag ugy kapszulazodik,

hogy koriil6tte polikationos-polianionos oldhatatlan polimer képzddik [25].

Koaxialis elektrospray rendszer

A kiils6 és belsé oldatokat koaxialisan €s egyidejiileg két kiilonallo adagoldcsatornan

keresztiil permetezziik egy fuvokaba (2. abra). Az elektrospray-eljaras soran a szorofej tetején
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mag-h¢éj szerkezetli Taylor-kup képzddik, igy megindul a cseppképzddés, majd a kiils6 polimer
oldat kapszulazza a belsdé folyadékot. A kis toltott cseppek akkor keletkeznek, amikor az
favokabal tavozo cseppeket Coulomb taszitas 10ki szét. Az elektrospray-mddszer jellemzden
konnyen kivitelezhet6 eljaras, gyors és hatékony.

A kapszuldzasi eljaras hatékonysagat és a mikrokapszuldk stabilitdsat a felhasznalt
anyagok befolyédsoljadk a legjelentésebben. A kétfazisu koaxialis elektrospray rendszer
sematikus abraja mutatja, hogy a két fecskenddszivattyibol, egy tiit tartalmaz6 rozsdamentes
acé¢l fuvokabol és egy nagyfesziiltségli generatorbol all a berendezés. A fali folyadékot az egyik
fecskendOpumpaba, a mag anyagat pedig egy masik fecskendépumpéval sziikséges szivni.
Minden fecskendd egy programozhato6 fecskenddszivattyuhoz csatlakozik, a koaxialis fuvokara

pedig nagyfesziiltségii aramot kell kapcsolni [24].

Fecskend6pumpa: maganyag
i A —
——J_ r___‘""?""'?'_

FecskendGpumpa: kapszulafal

P, 400 l/
* Magasfesziltség(i
generator

Fényforras

2. abra Koaxialis elektro spray rendszer sematikus abraja [24]
Fluidizécios eljaras

A fluiddgyas bevonas olyan kapszuldzasi eljards, amelyben bevond anyagot
permeteznek a fluidizalt maganyagra (3. dbra). A maganyagot megfeleld sebességii levegd
aramoltatasaval fluidizaljak, majd felsé permetezéssel, alsdé permetezéssel vagy érintdleges
permetezéssel bevond anyagot juttatnak a maganyagra. Ennél a kapszuldzasi modszernél a
falanyag bevonatanak hatékonysaga szamos paramétertél fiigg, mint példaul a falanyag

bemeneti sebessége, a fivoka porlasztasi nyomasa, a bemend levegd homérséklete €s sebessége
[25].
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3. abra Fluidizacios eljarasok sematikus abraja [24]
Extrudalés

Az extrudalasi technoldgia nagy stirtiségli mikrokapszuldk eldallitasara hasznalhato. A
modszer alkalmazasanak alapfeltétele, hogy a magnak és a fal anyaganak egymassal nem
elegyedonek kell lennie. A magot és a falanyagokat koncentrikus favokakon ugy vezetik at,
hogy a falanyag koriilveszi a magot, igy a cseppek képzddése kdzben falanyaggal koriilvett
magot tartalmazo mikrokapszuldk alakulnak ki (4. abra). Ezutan a megszilarditast vagy
hiitéssel, vagy megfeleld zselésitd fiirdd hasznalataval végezziik. Az igy kialakitott kapszuldk

viszonylag nagyobb méretiick, mint barmely mas eljarassal eldallitott kapszuldk [25].

Kapszulafal

/\

Maganyag

Extruder

Kapszula lef(iz8dése

" Fallal kérillvett mikrokapszula

4. abra Extrudalas sematikus abraja [25]
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Emulgeélas

Az emulgedlasi technikaval torténd mikrokapszulédzas a mag szerves olddszerben vald
diszpergalasaval torténik, amely tartalmazza a falanyagot. A diszperziot ezutan olajban vagy
vizben emulgealjuk, amelyhez emulgenst adunk. A mag a szerves oldoszer elparologtatasaval
képzddik, koriilotte pedig tomdr polimer réteg képzodik. Ez az egyik leggyakrabban hasznalt
kapszulazési technika, mivel az eljarasok nagyon egyszeriiek. Ezt a technikét széles korben

hasznaljak enzimek €s mikroorganizmusok kapszulazasara [25].

1.5.3. Buchi 395-Pro késziilék bemutatdsa, mikrokapszulazasi paraméterek

A Buci 395-Pro f6 részeinek tekinthetd a vezérléegység, a fecskendépumpa, az
elektromos ¢és pneumatikus rendszerek, illetve a reakcidedény. Minden egysége, amely
kozvetleniil érintkezésbe léphet a mikrokapszuldkkal, autokldvban sterilizalhato, igy steril
gyartasi koriilmények is megvalosithatéak vele. Az eljards nagy elonye a képzddo
mikrokapszuldk méretének kis szorasa (= 5%). Ez a vibréacios elektrospray technologianak
koszonhetd, ami azon alapul, hogy a laminaris folyadéksugar egyenld térfogatu frakciokra
szakad a rezgés hatasara [28]. A miiszer felépitését bemutatod sematikus dbran (5. abra), minden
Osszeszerelési és felhasznalasi lehetdség fel van tiintetve, azonban nem sziikséges minden

alkatrész a muiszer megfelelé miikkodéséhez [29].
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5. abra Buchi 395-Pro sematikus abréja [29]
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1 fecskendé pumpa 8 elektrod 15 stroboszkdp lampa
2 fecskendd 9 reakcidedény 16 szlirélemez
3 nyomaspalack 10 Dbypass csésze 17 gyjtd edény
4 nyomasszabalyozd 11 folyadékszlird 18 magneses keverd
5 pulzécios kamra 12 levegdsziird 19 hulladék leeresztd
6  vibracios rendszer 13 elektrosztatikus toltés
generator
7  favoka 14 frekvenciagenerator

A mikrokapszulazand6 termék - a mi esetiinkben a probiotikus baktériumok - és a
maganyag - a Kkitozan - szuszpenzidjat fecskenddbe szivtuk, majd ezt helyeztik a
fecskenddpumpéba. A pulzélokamraba a juttatott termék a fuvokan halad at. A favokabol

kilépd cseppek mérete az alkalmazott koriilményektdl fiiggéen valtozik. Befolyasolja a

19



gyongyOk méretét a vibracids frekvencia, a fivokaméret, az aramlasisebesség, az alkalmazott
fesziiltség ¢és az, hogy milyen maganyagot haszndlnak a formuldlds soran [30]. A
legmeghatarozobb paraméter a fuvokaméret, altalanosan azt mondhatjuk, hogy a képzd6dd
gyongy mérete koriilbeliil a favokaméretének a kétszerese, a tobbi felsorolt paraméter
valtoztatasaval £15%-os eltérést lehet elérni.

A képzddott cseppek, a fuvoka és az elektrod kozott 1évé elektromos mezdnek
koszonhetden feliileti toltést kapnak és taszitjdk egymast. Ennek kdszonhetden a képzddott
cseppek szétszorddnak és kiilonalld partikulomokként jutnak a szilardito oldatba [29]. A valds
gyongyképzddés pillanatat a stroboszkop lampa fényében jol meg tudjuk itélni. Amig nem indul
meg a gyongyképzddés érdemes a fuvokan kilépd anyagot a bypass csészében felfogni,
elkeriilve a nem kivant méretii, dsszetapadt részecskék képzddését, ugyanez igaz a gyartas
végén képzddo, nem megfeleld mindségli cseppekre is.

A szilarditd oldatba keriilé cseppek, folyamatos kevertetés kdzben megszilardulnak,

kialakulnak a mikrokapszulak, amelyek lesziirhetdk és tovabbi feldolgozasra készek.

1.5.4. A probiotikum formulalas kritikus paraméterei

A probiotikus baktériumokat tartalmazé mikrokapszuldk formuldlasa soran olyan
eljarasokat is sziikséges alkalmazni, amelyek csokkenthetik a felhasznalt baktériumtorzsek
¢letképességét. Ilyen példaul a szaritds. Az altalanosan alkalmazott szaritasi technikak eltérd
koriilmények kozott kivitelezhetdk, az eljaras soran alkalmazott homérsékletnek és a szaritas
idétartamanak meghatdrozd szerepe van a probiotikus torzsek életképességének
csokkenésében. A szaritdssal a nedvességtartalom eltavolitasa a cél, mellyel éppen a hosszl
tava eltarthatdsagot kivanjuk elérni, ezért fontos a megfeleld szaritdsi modszer megvalasztasa.
Mikrokapszuldk szaritasdban &ltalaban a porlasztva szaritdst, a fagyasztva szaritast, a
vakuumszaritast és a fluidagyas szaritast alkalmazzak [31]. Ezen modszereket a fent emlitett

kritikus paraméterek szemszogébdl mutatom be.

Porlasztva szaritas

Ebben az eljarasban a mikrokapszula képzése és szdritdsa ugyanazon eszkdzben

torténik. Ez elonyt jelent, mivel igy az eljaras viszonylag olcsé lesz, a miikodése folyamatos és

,,,,,,

feldolgozhat6. A mikrokapszula képzés utana a szaritasi folyamat addig tart amig el nem érik a
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kivant oldoszervesztést. Ezen modszer alkalmazéasakor nagy figyelmet kell forditani az eljaras
soran alkalmazott hdmérsékletre és a segédanyagok, példaul maltodextrin vagy mandulatejpor
¢letképessége akar nullara is csokkenhet, vagy a nem kelléen magas maltodextrin koncentracio

miatt a termék higroszkopos lehet és agglomeraciora hajlamossa valik [32].

Fagyasztva szaritas

A fagyasztva szaritas vagy liofilizalas egy gyakran alkalmazott modszer a viz
eltavolitasara a szaritani kivant rendszerbdl. A szaritas elsd 1épéseként a terméket a liofilizald
berendezésen kiviil lefagyasztjak, majd a liofilizdloban csokkentett nyomason a fagyaspont
alatti nedvességtartalmat szublimaltatjak, €s az eltdvozott gdzt elvezetik, a kondenzatoron
lefagyasztjak. A fagyasztva szaritas soran fellépd negativ hatasok enyhébbek, mint a porlasztva
szaritasnal vagy a konvektiv hékozléssel vald szaritds soran, igy a probiotikus baktérium
tenyészetek is altalaban jobb talélési aranyt mutatnak [33].

A fagyasztva szaritas kritikus 1épése a probiotikus mikrokapszulak lefagyasztasa. A
fagyasztas soran a baktériumok sejtfala sériil, amely életképesség csokkenéshez vezet és
jelentésen csokkenti a végtermékben az életképes csiraszamot[34]. Ennek kivédésre
krioprotektansokat alkalmaznak, melyek altalaban diszacharidokbol, polialkoholokbdl,
fehérjekbol vagy osszetett keverékekbdl, példaul f616z6tt tejbol allnak. A krioprotektansok
megvalasztasanal fontos szempont, hogy mi képezi a mikrokapszula magot. Alginat esetében a
kalicumionokat tartalmazé oldatban torténd kicsapatas miatt kalcium mentes krioprotektanst
célszerli valasztani, igy ebben az esetben a sovany tejpor alkalmazasa nem jon szamitasba, mert

a magas kalcium tartalma zavarna az alginat térhalositasat [35].

Vakuum szaritas

A vakuumszaritdo egy fiithetd polcokat tartalmazo6 szaritd6 kamra. A szaritani kivant
anyagot, nedvesen ezekre a polcokra helyezik, majd vakuumszivattyuval eltavolitjak a vizgozt,
amit egy kondenzatorban kondenzalnak. Az eljaras abban hasonlit a fagyasztva szaritasra, hogy
mindkét esetben a nyomas csokkentésével érik el a viz forrdspontjanak csokkenését. Az egyik
f6 kiilonbség abban van, hogy a fagyasztva szaritds soran eldre fagyasztott termékekbdl
indulnak ki és a nyomast jellemzden 6 mbar ald csokkentik, mig a vakuum szaritas sordn a

nyomads altaldban 30-60 mbar f6l6tt van, ami kortilbeliil 20-30 °C-os viz forraspontjanak felel
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meg. Nagy hatranya ennek az eljarasnak a hosszu feldolgozasi id6, 20-100 ora is lehet [36, 37].

Fluidagyas szaritas

A fluidagyas szaritas egy olyan folyamat, amelyben a magasabb homérsékletli gaz,
altalaban levegd, olyan sebességgel aramlik at szilard részecskék rétegén, hogy azok
fluidagyként lebegjenek. Mivel a fluidizacios folyamat nagyon jo hdcseréld feltételekkel
rendelkezik, a viz gyorsan elparolog a szaritott anyagbol. A fluidadgyas szaritdshoz sziikséges
1d6 sokkal kevesebb — gyakran csak néhany perc — mint a fagyasztva szdritdsé, de mar
Osszehasonlithato a porlasztva szaritaséval. A viszonylag alacsony szaritdsi hdmérséklet nem
okoz hoéfesziiltséget. A sejteket nem Onmagédban szaritjdk, hanem egy hordozoként vagy
matrixként alkalmazott segédanyaggal, amelyhez a sejtek tapadnak. A gyakorlatban erre a célra
példaul buzaliszt, sovany tejpor, kazein, maltodextrin, keményitd, mikrokristalyos celluléz,
inulin és natrium klorid hasznilhaté [38, 39]. Altalaban a matrixanyagot elészor a
szaritokamraba helyezik és fluidizaljak; majd a baktériumszuszpenziot egy fuvokan keresztiil a
fluidizalt matrixra permetezziik. Egy masik lehetdség, hogy eldszor granuldtumot képeznek
miutan a nedves biomasszat 0sszekeverték a matrixanyaggal, majd fluidagyban szaritjak. A
matrix anyaganak kivalasztasakor fontos figyelembe venni a szaritott bakteridlis termék
rendeltetését. Szem el6tt kell tartani, hogy a kész probiotikus baktériumot tartalmazd
mikrokapszula milyen késztermékbe keriil. Eltéré technologiai tulajdonsagokkal bir példaul a
mikrokristalyos cellul6z és az inulin. Mivel inulin egy vizoldhaté segédanyag, a beleagyazott
mikroorganizmusok felszabadulasi profiljat csak a mikrokapszulara felvitt egyéb felszabaduldst
modositd bevono anyagok fogjak befolyasolni. Ezzel szemben a mikrokristalyos celluloz, egy
vizoldhatatlan segédanyag, ami az oldddas hidnyaban a mikroorganizmusokat eltéré médon
szabaditja fel, igy a kioldodasi profilt aktivan képes befolyasolni. Onmagaban is védelmet
nyUjthat a mikroorganizmusok szamdra a gyomorban val6 tartézkodas alatt, ezért példaul egy
mikrokristalyos cellulézra dgyazott probiotikus baktériumtorzseket tartalmazo joghurt vagy
egyéb tejtermék viszonylag egyszertien eldallithatd. Ezzel szemben az inulin alapt
formulaciohoz sziikséges bevono anyagot felhasznalni. Eldnye azonban az inulinnak, hogy
prebiotikumként is funkcional, tehat a felszabaduld baktériumok, azonnal egy oldott,

tapanyagforrassal teli kozegbe keriilnek. [40].

A probiotikus baktérium torzseket tartalmazod mikrokapszuldk szaritasakor fellépd

stresszfaktorok nagy mértékben csokkenthetok, ha megfeleld eljarast valasztunk ki, vagy olyan
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segédanyagokat alkalmazunk, amelyek ezeken faktorok hatasat képesek csendesiteni. A

kiilonboz6 eljarasokhoz, kiilonbozd segédanyagok valasztandok, melyet néhény példan

keresztiil a 3. tablazat mutat be [31].

Mikroorganizmus Szaritasi Védoanyag [log [log Tulélés | Ref.

modszer CFU/g] CFU/g| [%]
szaritds | szaritas
elott utan

Bifidobacterium bifidum Porlasztva gumiarabikum 9% 6.93 6.18 89.22 [41]

széritas 1% B-ciklodextrin
1% lecitin

Bifidobacterium bifidum Porlasztva Hidrogénezett palmaolaj, | 6.12 6.01 98.25 [41]
hiités 2% Tween 80

Saccharomyces Porlasztva zselatin 10% 9.95 9.06 91.55 [42]

cerevisiae var. boulardii szaritas

Saccharomyces Porlasztva Tejsavo fehérje 9.65 8.86 91.81 [42]

cerevisiae var. boulardii széritas koncentratum 20%

Lactobacillus rhamnosus | Porlasztva Nativ rizskeményité 10% | 9.26 8.98 53.24 [43]
szaritas

Lactobacillus rhamnosus | Porlasztva Inulin 15% 9.18 8.91 53.55 [43]
széritas

Lactobacillus Fagyasztva 10%-o0s szodjapor oldat 11.30 11.26 90.00 [44]

brevis WK12 szaritas

Lactococcus lactis WK11 | Fagyasztva 10%-o0s szdjapor oldat 11.30 11.27 94.00 [44]
széritas

Bifidobacterium bifidum Porlasztva gumiarabikum 9% 10.12 7.57 74.81 [41]
szaritas 1% B-ciklodextrin

Bifidobacterium bifidum Porlasztva Hidrogénezett palmaolaj 9.51 8.25 86.79 [41]
hités 2% Tween 80

Saccharomyces Porlasztva Maoadositott keményitd | 9.65 8.64 89.53 [42]

cerevisiae var. boulardii szaritas 20%

Saccharomyces Porlasztva maltodextrin 20% 9.65 8.61 8.24 [42]

cerevisiae var. boulardii szaritas

Saccharomyces Porlasztva Borso fehérje izolatum | 9.95 8.55 86.52 [42]

cerevisiae var. boulardii széritas 10%

Saccharomyces Porlasztva gumiarabikum 20% 9.65 8.17 84.69 [42]

cerevisiae var. boulardii szaritas

3. tablazat A probiotikus mikroorganizmusok mikrokapszuldzadsanak modszerei
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1.6. Az alginat alkalmazasa a mikrokapszulak eléallitasara

Az alginat a természetben el6forduld poliszacharid, nagy mennyiségben hasznélja az
¢lelmiszer-, textil- és gyogyszeripar is, mint gélképzd, zselésitd anyag. Az alginatot a
leggyakrabban ¢s legkdnnyebben barnamoszatokbdl nyerik. Lehetdség van azonban alginatot

termeltetni, modositani bakterialis uton is.

1.6.1. Az alginat kémiai szerkezete

Az alginat B-D-mannuronsav ¢és a-L-guluronsav monomerel 1-4 glikozidos kotésével
felépiild poliszacharid, mely vizben oldddik, nem toxikus €s nincs irritalo hatasa a szovetekre
nézve. A polimer szerkezetét tekintve homogén ¢és heterogén blokkokat tudunk
megkiilonboztetni a felépitd monomerek tekintetében. A homogén blokk csak mannuronsavat
vagy guluronsavat tartalmaz, mig a heterogén blokk guluronsav €s mannuronsav monomerek

kevert szakaszaibol all [45].

1.6.2. Az alginat eléallitasanak lehetdségei

Az alginat el6allitasara két eljarast hasznalnak. Az egyik a barnamoszatbol valé kivonas.
Ebben az esetben a szaritott moszatot poritjak, majd asvanyisavas kezeléssel (altalaban sdsav
felhasznalasaval) kialakitjak az alginsavat, ami egy viszkozus gumiszerl anyag. Ezt egy lugos,
natrium-hidroxidos kezeléssel, vizoldhat6 natrium-alginatta alakitjak. A kovetkezd 1épésben a
szlrt kivonatot natrium- vagy kalcium-kloriddal keverik, aminek hatasara az alginat kicsapodik
[45].

A masik eldallitasi lehetdség a bakteridlis bioszintézis. Erre a célra két baktériumot
vizsgaltak. Az egyik, egy human opportunista patogén baktérium a Pseudomonas aeruginosa, a
masik pedig a talajban €16 Azotobacter vinelandii. A két baktérium altal szekretalt alginat kozott
jelentds kiilonbség van, ami annak tudhatd be, hogy a fiziologias folyamataikban mas célbol
valasztanak ki alginatot. Mig a P. aeruginosa nagy mennyiségli, a jol strukturalt bakterialis
biofilm képzéshez elengedhetetlen alginatot szekretdl, addig az A. vinelandii jellemzden
nagyobb szilardsagu, szorosabban kapcsolodo alginatot képez, amely a dehidrataciotol védi. A
bakterialis alginatok szintézise egy nagyon Osszetett biokémiai folyamat, melyet tobb ponton
lehet befolyasolni, igy tervezhetébb kémiai szerkezetet és specidlis igények kielégitésének

megfeleld fizikia-kémiai tulajdonsagokat tudnak elérni [46].
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1.6.3. Az alginat gélképzo6 tulajdonsaganak felhasznalasa

Az alginat széles korti felhasznalhatosagahoz nagyban hozzéjarulnak a fizikai-kémiai
tulajdonsagai. Biokompatibilitasa, biodegradabilitasa, elhanyagolhat6 toxicitasa és jo reologiai
tulajdonsagai, kivalo gélképzoévé teszi. Vizes oldata konnyen kezelhetd, stabil gélt képez vagy
akar szilard, félszilard gyogyszerformak is eldallithatok beldle. A biomedicindban az alginatot
nem csak gélképzd segédanyagként hasznaljak fel. Befolyasolja a sebgyogyulast és a
szovetregeneraciot, igy tapaszok, kotszerek gyakran hasznalt 6sszetevoje [45].

Az alginat térhalos szerkezetét tobb modszerrel is ki lehet alakitani. Ide tartozik az ionos
¢és kovalens kotésekkel kialakitott kapcsolatok, a 1ézerrel vagy kozeli infravords fény indukalt
kotések [45].

Az ionos keresztkotés a leggyakrabban alkalmazott eljaras az alginattal valo
gélképzésre. Kétértékli kationok az alginat lancadban 1évd guluronsav monomerekkel
kapcsolodnak Ossze, ezzel kialakitva a térhalds szerkezetet. Az eljards egyszeriien és olcson
kivitelezhetd, hatranya azonban a gélképzés nehéz szabalyozdsa. A nem megfeleld
koriilmények kozott végzett kalciumionos gélképzés inhomogén szerkezetet eredményez. A
keresztkotések kialakulasat lassitdsaval a gél szerkezete javithatd. Az eljarasban
alkalmazhatnak példaul foszfat tartalmt puffereket, amelyek kompetitiv faktorként vannak a
jelen és versengenek az algindt karboxil csoportjaival a kalciumion megkotéséért. Ezzel a
modszerrel az alginat lancok kozott a keresztkotések lassabban, de egyenletesebben tudnak
kialakulni [45].

Kovalens keresztkotésekkel képzett gélekben a kotések szintén az alginat karboxil
csoportjai kozott alakulnak ki. Hatranya ennek a modszernek, hogy olyan reagenseket kell
alkalmazni, amelyek toxikusak, igy ezeket teljes mértékben el kell tdvolitani az eljaras soran.
Az ebben az eljarasban felhaszndlt polietilénglikol-diaminnal (PEG-diamin) kialakitott
hidrogéleknek mechanikai tulajdonsdgait nagymértékben befolyasolta PEG-diamin
mennyisége. A nagy PEG-diamin tomeghanyaddal készitett gélek csokkent rugalmassagot
mutattak egy vizsgéilat sordn. Amennyiben a PEG-diamin 27 m/m% f616tt volt jelen a
rendszerben, a keresztkotések kozott 1évo molekuldk mérete csokken, ezzel a gél rigiditasa
szignifikansan nd [47].

A fény indukalta keresztkotések olyan enyhe koriilmények kozott is kialakulnak, hogy
érzékeny hatdéanyagokkal vagy akar €16 sejtekkel is lehet alkalmazni. A foto-polimerizacids

eljarashoz az alginat oldatat metakrilattal vagy hialurondnnal elegyitették és 514 nm-es argon
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1ézerrel, vagy 245 nm-es UV besugarzassal indukaltdk a térhalos szerkezet kialakulasat.
Mindkét esetben sziikség van fotoiniciald segédanyagokra. A kiindulési allapotaban viszkozus
folyadék kovalensen térhalosodik, ez a gélképzddés gyors lefolyésu az liveg és teflon feliileten,
ezen kiviil szaraz €s nedves szoveteken is. Ebben a folyamatban szilard, atlatszo, lagy gél
képzodik [48].

Az alginat egy masik felhasznalasi lehetdsége a kiilonbdzd méretii részecskék képzésében
van. Ezt a folyamat leggyakrabban az ugynevezett kiilsé gélesedéssel megy végbe. Kiilsd
gélesedésrol akkor beszéliink, ha az alginat rendszerbe kiilsé forrasbol 1épnek be kationok és
ezek komplexet képeznek az alginat polianionos szerkezetén keresztiil. Az alginat részecskék
eldallitasanak legszélesebb korben elterjedt modja az alginat cseppenkénti bejuttatasa
valamilyen kationos oldatba [49]. A képzddo részecskék fizikai tulajdonsagait a cseppképzés
folyaman alkalmazott eljaras paramétereivel lehet befolyasolni. Ezek a paraméterek a fuvoka
mérete, az aramlési sebesség €s a vibracid. A fuvokan keresztiil kijuttatott folyadék laminaris
aramlast mutat, azonban megfeleld amplitadoja és frekvenciaju rezgéssel ez a laminaris d&ramlas
megszakithatd. Amennyiben az Osszefiiggd folyadékaramot megszakitjuk, a szegmentumok
gomb format vesznek fel a feliileti fesziiltségiiknek koOszonhetden, igy kialakitva a
mikrokapszula kozel gomb formdjat. A megfelelé aramlasi sebesség fivoka méretenként
valtoz6. Olyan aramlasi sebességet kell kivalasztani, ahol megfeleléen magas nyomas jon létre
ahhoz, hogy a folyadék aramlasa laminaris d&ramlasba menjen at, ne szakadjon meg az dramlés,
de ne is legyen olyan gyors, hogy a vibracid ne tudja megszakitani. A fuvoka méret helyes
megvalasztasaval akar 50 um-nél kisebb és 500 um-nél nagyobb mikrokapszulakat is eld lehet

allitani, tehat elég széles mérettartomanyban lehet formulélni [50].

1.7. A Kkitozan szerepe a mikrokapszulak bevonasaban

1.7.1. A kitozan szerkezete

A kitozan eléallitasdhoz kiindulasi anyagként hasznalt kitin, az alginathoz hasonléan
egy természetben nagy mennyiségben eléforduld poliszacharid. A kitint a legnagyobb
mennyiségben a rakok és garnéldk é€lelmiszeripari felhasznalasbol hulladékként hatramarad
pancéljabol nyerik. Ezt az élelmiszeripar szdmara hulladéknak szamité mellékterméket
tisztitjak, majd kivonjék beldle a kitint. A kivont kitint kémiai eljarasokkal tovabb alakitjak
ezzel elérve a valtozatos mértékii dezacetilezettségi fokot €s a polimer méretet. A dezacetilezés

mértéke és a molekulatomeg is nagymértékben befolyasolja az eldallitott kitozan fizikai, kémiai
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tulajdonsagait. Ezen feliil, az eltérd szerkezetbdl adédoan a bioldgiai aktivitasuk is valtozik.

1.7.2. A kitozan eldallitasanak lehetoségei

A kitozan D-gliikozamin ¢€s N-acetil-gliikozamin monomerek random, B- (1-4)
glikozidos kotéseivel kialakuld polimer [51]. A kitozan eldallitasanak elsé 1épése a kitin
kivondsa a kiilonbozd természetes kitin forrasokbol. Erre a célra két eljarast hasznalnak. Vagy
kémiai vagy biologiai modszerekkel kiilonitik el a kitint a tovabbi feldolgozéas céljabol. A
kémiai modszerrel vald kinyerés altalaban két 1€pésbdl all. Ezek a Iépések a demineralizacio
¢s a fehérjementesités. A 1épések tetszés szerinti sorrendben végezhetdek, de gyakrabban
hasznéljak demineralizacidval kezdik, hogy ezzel is noveljék a fajlagos feliiletet, igy javitva a
fehérjementesités hatékonysagat. A demineralizacios eljaras 1ényege, hogy a rakok, garnélak
kitin pancéljaban talalhaté vizben nem old6do6 kalcium-karbonatot kivonjak. Ezt szerves vagy
szervetlen savakkal is megtehetik. Erre a célra a leggyakrabban hasznalt sav a sdsav, azonban
kornyezetvédelmi okokbol kifolydlag egyre gyakrabban hasznédlnak inkabb citromsavat,
ecetsavat, tejsavat vagy szénsavat [52-54]. A demineralizdcios eljardsok utan a
fehérjementesitést kell elvégezni. Ebben a Iépésben a mar szervetlen sokt6l mentes kitint
elvalasztjak a tobbi szerves vegylilettdl, amely a pancélt alkotja. Jellemzden natrium-hidroxidot
vagy kalim-hidroxidot hasznalnak a kellden lugos oldat kialakitasahoz, majd eljarastol fiiggéen
szobahdmérséklet és 100 °C kozotti homérsékleten végzik a fehérjementesitést [52, 53].

A biologiai extrakciot lehet enzimatikus vagy fermentacios eljarassal elvégezni. A két
eljaras kozott a kiilonbség abban van, hogy az enzimatikus eljarasban hasznalt enzimeket a
fermentacids eljardsban baktériumok helyettesitik. Az enzimatikus tisztitds soran protedz
enzimeket hasznalnak, amelyek optimalis hdmérsékleten és pH-n miikddnek. Ez az eljarés
ritkan képes arra, hogy a fehérjék 90%-andl tobbet tavolitson el. A bakteridlis fermentacios
eljaras eldnye, hogy megfeleld baktérium kultiraval a demineralizaci6 is megoldhatd. Ehhez
tejsav termeld baktériumokat kell alkalmazni a protedz termeldk mellett. Ezek az eljarasok
sokkal koltségesebbek a kémiai moddszereknél, azonban elényiik, hogy kornyezetvédelmi
szempontbol sokkal kevesebb negativ hatassal rendelkeznek, illetve mind az enzimatikus, mind
a fermentacios eljarasban a kozeg, sok értékes aminosav keletkezik [53, 55].

A kinyert kitint ez utan dezacetilezni kell a kitozan eléallitdsdhoz. Ebben a reakcioban
N-acetilcsoportokat dezacetilezik és ezzel aminocsoportot kialakitva. Ezt az eljarast is lehet
kémiai és biologiai modszerekkel végezni. A kémiai modszer a fehérje mentesitéshez hasonldéan

natrium-hidroxiddal, magas homérsékleten tértnéni, azonban itt nagyobb koncentracidoban
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hasznaljak a natrium-hidroxidot [52, 53]. A biologiai modszernél kitin-deacetildz enzimet
hasznalnak, amelyeket gombakbol nyernek. Ez a moédszer nem elterjedt. Gatat szab az
alkalmazasnak az, hogy az enzim kereskedelmi forgalomban nem kaphat6, a biomasszabol

nyert enzim aktivitasa pedig nem kielégito az eljaras elvégzéséhez [53, 56].

1.7.3. A kitozan felhasznaldsa a gydgyszerkészitményekben

A kitozan felhasznaldsa nagyon széles korli. Koszonhetd ez a biokompatibilitasanak és
alacsony toxicitasdnak. Felhasznaljak tobbek kozott gyodgyszeradagold rendszerek
formulalasara, illetve vérzéscsillapitd kotszerekben, valamint szdmos kutatas antimikrobialis
hatast igazolt. Tobb hipotézis is van a kitozdn hatdsmechanizmusat tekintve (6. é&bra).
Feltételezhetden a kis molekulatomegii kitozan a bakterialis sejtfalon atjutva képes kotodni a
DNS-hez, a nagy molekulatomegi kitozan gatld hatdsat pedig azzal magyarazzak, hogy a sejt
koriil egy athatolhatatlan burkot alakit ki, ami meggatolja a sejtek anyagszallitasat [S7]. A nagy
molekulatdmegli kitozdn mérete miatt nem tud bejutni a sejtbe; (6.A abra IL.) foleg
extracellularisan 1ép kolcsonhatasba a sejttel, pl. blokkolja vagy felszakitja a sejtmembrant,
mint polikation. Tekintettel a Gram-pozitiv baktériumokban a teikolsavak, a Gram-negativ
baktériumokban a lipopoliszacharid (LPS) és a gombékban a foszforilalt mannozil oldal negativ
toltésére, elektrosztatikus kolcsonhatasok Iépnek fel a pozitiv toltésti kitozdn ¢és a

mikroorganizmus sejtfelszine kozott.
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Kitozan
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mechanizmusai a molekulatomeg kiilonbségek szerint [52].
A nagy molekulatomegii kitozan (HMW) (A), az alacsony molekulatomegii kitozan (LMW)

interakcidjanak mechanizmusai (B) és a monomer kitozan interakcidjanak mechanizmusai (C).

Az alacsony molekulatomegii kitozan és az oligo-kitozan befolyasolhatja a DNS/RNS
vagy a fehérjeszintézist, miutan a sejtfalon és a sejtmembranon keresztiil a citoplazmaba jutnak
(6. B abra, Ia,Ib mechanizmus). Ezenkiviil az alacsony molekulatomegii kitozan és az oligo-
kitozan gatoljak a mitokondrialis mitkkodést €s az ATP-termelést (5.B abra II.), valamint a
kitozan kelatta alakitja a baktériumok tuléléséhez sziikséges ionokat €s tapanyagokat [52, 58].
A kitozan monomernek mivel nincs molekulalanca, igy nem tud kdlcsonhatasba 1épni a sejttel
polikationként, viszont be tud Iépni a sejtbe.

Az eddigi mechanizmus kutatasok szerint, ha az molekulatomeg csokken, a molekulak
elveszitik polimerlanc-konfiguraciojukat, amint azt a 6.C dbra mutatja, és ennek kovetkeztében

elveszitik bioaktivitdsukat, példaul antimikrobialis hatasukat. Masrészt, ha az MW tovabb
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novekszik egy bizonyos tartomanyon tul, a polimer lanc konfiguracidja feltekeredik, igy
csokken annak esélye, hogy kolcsonhatasba Iépjenek a célsejttel [52].

A kitozan gydgyszertechnoldgiai felhasznalasat eredetileg a szilard gydgyszerformak
segédanyagaként képzelték el, bevonoként, filmképzdként, mukoadheziv segédanyagként,
szétesést  elosegitoként,  tablettakotoként és  viszkozitdsnoveloként. A kitozan
gyogyszerhordozoként vald alkalmassagardl szold elsé vizsgalatok tobb mint hasz évre
nyulnak vissza, haszndlatardl a kezdetek oOta azt allitottdk, hogy szdmos elénnyel jar, mint
példaul a természetben vald magas hozzaférhetdség, viszonylag alacsony toxicitas, ¢és
mindenekeldtt a pozitiv téltésti amino csoportok jelenléte, amelyek lehetové teszik mind a
fizikai, mind a kémiai térhalositast. A mikro- vagy nanorészecskék formulézasat a felhasznalas
célja szabja meg. Példaul parenteralis bejuttatassal csak nanorészecskék adhatok be, mivel a
mikrorészecskék az erek elzardodasat okozndk, mig inhalaciés alkalmazas esetén a
mikrorészecskék hatékonysaga jobb a nanorészecskék 1égutakbol torténd diffizidja miatt.

A mikrorészecskék eldallitasanak legelterjedtebb eljarasai az extrudalas, az emulzi6 és
a permetezési technologia. Az ,.extrudalas” technikat széles korben alkalmazzak, és a
legegyszerlibb esetben tiivel ellatott fecskenddvel is végrehajthatd. Az emulzios technika abbol
all, hogy egy folyadékot diszpergalnak egy masik, nem elegyedd folyadékban. A permetezési
technolégidk egy folyékony anyag (oldat, emulzid vagy szuszpenzid) felmelegitett gadzban
(levegdben vagy nitrogénben) torténd porlasztasan alapulnak, amit az oldoszer (4ltalaban viz)
gyors eltavolitdsa kovet. A kitozan nanorészecskék eldallitasdnak f6 mechanizmusai egy
térhalositasi folyamaton, polielektrolit komplexek képzddésén és hidroféb mdédon mddositott
kitozan Onszervezddésén alapulnak (7. dbra). Tovabbi lehetséges folyamatok kozé tartozik a

forditott micella, a deszolvatacio, a precipitacié/koacervacio és az emulzids eljaras [59].
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7. abra A kitozan gélképz6 mechanizmusai; ionos térhalositas (A), kovalens térhalositas (B),

polielektrolit komplexképzés (C), onrendezddés (D) [59]

1.7.4. A bevonoszer kivalasztasanak szempontjai

Vizsgélataink kezdetén szamos szakirodalmat tanulmanyoztunk, melyekben a kitozant,
mint technoldgiai segédanyagot a probiotikus torzsek életképesség noveld szerepe miatt
vizsgaltak. A kitozant leggyakrabban a gasztrointesztinalis emésztd enzimek, a gyomorban
uralkodd savas kémhatés ¢és az epesavak elleni védelem miatt alkalmazzak a mikrokapszuldk
bevonasara, és egyes esetekben kapszulamagként is [60]. A 4. tablazat néhany példan keresztiil
mutatja be a kitozan alkalmazésat a probiotikumok mikrokapszulédzéasa soran.

Kisérleteink soran nemcsak a savas kémhatds és az emésztéenzimek életképesség
csokkentd hatasat kivantuk kivédeni. A mikrokapszula tovéabbi feldolgozasa soran, a
takarmannyal torténd keverést kovetden az extrudalas alatt magas hémérsékletii (80-100°C-o0s)
gbzzel keriil kozvetleniil-kdzvetetten érintkezésbe 1 perc koriili iddtartamra. Ezt a héhatéast
kivantuk csokkenteni erre alkalmas bevonattal, valamint a mikrokapszula fajlagos méretének
novelésével. Néhany publikacid a probiotikus torzsek a hdrezisztencidjat vizsgalja kiilonbozo
mikrokapszulazasi protokollok alapjan. Az élelmiszeriparban alkalmazott probiotikumokat az
¢lelmiszer feldolgozasa soran szdmos hdhatas éri a fagyasztastol a magas homérsékelten torténd
kezelésig. Ezért e teriileten kiemelt jelentdségli a hdrezisztencia vizsgalata. Cheow ¢és

munkatdrsai nagy striiségli, biofilmszerti Lactobacillus rhamnosus-t tartalmazo alginat és

31



karragén alapu mikrokapszulakat képeztek, melyet kitozannal vontak be [34]. A planktonikus,
azaz egysejt rendszerli baktérium szuszpenziot homogenizaltdk a mikrokapszula anyagéval,
majd a mikrokapszuldzast kovetéen megfeleld korilmények kozott kolonizaciot és
biofilmképzést indukaltak a mikrokapszulan beliil. A planktonikus, azaz az egysejt rendszer
bedgyazas a biofilmszerli, nagy sejtstiriségiivel szemben kevésbé bizonyult hdtoleransnak
magas hOmérsékleten, mig az alacsony hémérsékletii tarolas esetén és a savrezisztencia
tekintetében a nagy siiriségli biofilmszerti mikrokapszuldk a szimulalt gyomornedvben torténd
kioldasa soran nem figyeltek meg €letképesség ndvekedést. Nem vizsgaltak azonban a kitozan
bevonas szerepét, minden vizsgalt formulacié kitozannal bevont volt.

Egy masik kutatocsoport azonban vizsgélta a kitozan termorezisztenciaban betoltott
szerepét [61]. Lactobacillus plantarum torzs mikrokapszulazasat végezték alginat, xantdn gumi
¢s alginat/xantan gumi mikrokapszula magban, melyeket kitozdnnal vontak be. Az alkalmazott
polimer kombinacidknak felvett¢k a DSC termogramjat, melyben a kitozdn egyik
jellegzetessége, hogy a polimereknél jellemzo iivegesedési hdmérséklet nem jelentkezik az
olvadaspontig. Az iivegesedési hdmérsékleten a polimerek mechanikailag instabilld vélnak,
mely a bevonat intakt jellegét csokkenti. Ez a kitozan esetében nem jellemzd, illetve az anyag
bomlasa kordbban bekdvetkezik, mint ahogyan a mechanikai instabilitds bekdvetkezne. A
kitozan termoresztencia noveld szerepe valdsziniileg ezen tulajdonsaganak tudhaté be, ezért

valasztottuk bevonoszerként a probiotikumok mikrokapszuldzasa soran.

Mikrokapszulazott baktérium Kapszula mag Bevonat Hivatkozas
Lactobacillus plantarum, Pediococcus alginat kitozan [62]
pentosaceus, P. acidilactici
Lactobacillus acidophilus alginat kitozan [63]
Bacillus licheniformis alginat, kiozan — [64]
Bifidobacterium longum alginat N,O- [65]
karboximetil-
kitozan
Lactobacillus casei alginate, xantan gumi, | [66]
K-carragén, kitozan
gellan gumi,
xantan gumi
Bifidobacterium breve PLGA/alginat kitozan [67]
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Lactobacillus acidophilus xantan/kitozan — [68]

Saccharomyces boulardii alginat kitozan [69]

4. Tablazat A kitozan alkalmazasa a probiotikus torzsek mikrokapszulazasa soran

1.7.5. Ellentmondésos eredmények a probiotikus mikrokapszulak eléallitasa soran
alkalmazott kitozan esetén

Erdekes azonban, hogy a PubMed keresébe beirva az ,,antimicrobial effect of chitosan”
kifejezést, 6006 publikaciot adott meg, mely publikaciok szdma a 2000 években kezdett
jelentésen novekedni. Ugyanakkor a ,,chitosan microencapsulation, probiotic bacteria”
kifejezésre 54 publikaciot hoz és ezen publikaciok 2004 utan jelentek meg. Lathato, tehat, hogy
mikozben a kitozan antimikrobidlis hatasanak vizsgélata 6sztonzi a kutatokat miként lehet ezt
a kedvezd hatast fokozni ¢és alkalmazni, addig a probiotikus készitmények technologiai
fejlesztései soran ezen ismeretek ez idaig figyelmen kiviil maradtak. A 4. tiblazatban
bemutatott formuldcidk esetében a savrezisztencia €s hdrezisztencia tekintetében minden
esetben kedvezObb életképességet eredményezett a kitozan a kontrollként alkalmazott

mikrokapszula tipusokhoz viszonyitva, fliggetleniil a kontroll mikrokapszuldk dsszetételétol.
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2. Célkittizés

PhD kutatomunkam célja:

1.

Probiotikus baktérium torzsek (E. faecium, B. bifidum, L. plantarum) €letképességének
vizsgalata és annak novelése, az allati takarmanyok formuldlasakor fellépé hoéhatasok
és az in vivo gasztointesztindlis traktusban megjelend koriilmények kozott. Alginat
alapti mikrokapszula formulalasa, amely a probiotikus tdrzsek hordozé rendszereként
funkciondl. A probiotikus mikrokapszulék sav -és hoérezisztenciajat kitozan bevonassal
terveztiik javitani. Vizsgélni kivanjuk a sejtek életképességét €s termotoleranciajat

szaraz és nedves hokezelés mellett.

A kutatomunka kezdeti szakaszaban kapott nem vart eredmények miatt a tovabbi

vizsgélatainkat kizarélag a L. plantarum tartalm mikrokapszuldkkal végezziik.

2.

A nem vart eredmények feltarasa érdekében a L. plantarum tartalmt mikrokapszulékat
nemcsak kitozan bevonattal, hanem a mikrokapszuldk egy masik csoportjat Eudragit
L100-55 bevonattal latjuk el. A bevonds hatékonysaganak és intakt jellegének
vizsgélatahoz a bevonat nélkiili és a bevonattal rendelkezé mikrokapszulak jellemzését
fény- illetve fluoreszcens mikroszkoppal, valamint a feliileti jellemzdok vizsgalatat
pasztazo elektronmikroszkdppal (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 életképességet, dramlési citometridval pedig az
¢l6/holt sejtek aranyat, illetve a sejtek felszabadulési profiljat hatarozzuk meg.

A vizsgalataink soran alkalmazott kis molekulatomegii kitozant FITC-el jeloljiik, hogy
meghatarozzuk a leoldodoé 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 kitozén 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
aranyat.

Fontosnak tartjuk megismerni a kitozan interakcidjat L. plantarum sejtekkel, hogy
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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.
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3. Anyagok ¢s mddszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

Vizsgalataink sordn harom probiotikus baktérium fajt hasznéltunk, ugy, mint a L.
plantarum subsp. plantarum (ATCC 14917) az ATCC (American Type Culture Collection) -
tél (Manassas, VA, USA), a B. bifidum-ot ¢és az E. faecium-ot, amelyet Dr. Remenyik Judit
(Debreceni Egyetem, MEK, Elelmiszertechnologiai Intézet, Debrecen) biztositott szamunkra.
A mikrokapszula magok formulalasahoz alacsony viszkozitdsi ndtrium-alginat port a
Donauchemtél (Budapest), a bevonashoz az Eudragit L100-55-6t az Evonik Industries AG-t6l
(Niederkassel, Németorszag) vasaroltuk. Alacsony molekulatomegii kitozant (50—190 kDa; 20—
300 cp; LMW), kozepes molekulatomegli kitozant (200-800 cp; MMW), nagy
molekulatomegii kitozant (310-375 kDa; 800-2000 cp; HMW), a foszfattal pufferolt sboldatot
(PBS), a Hank’s-féle pufferelt sooldatot (HBSS), formaldehid 37% -os oldatot FITC-t a Sigma-
Aldrich-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be. A SYTOX Green Nucleic Acid Stain
aramlasi citometridhoz és az FM® 4-64 festéket a Thermofischer Scientific -tdl (Budapest)
vasaroltuk. A Torpac® zselatin kapszuldkat a Torpac Europe BV-tdl (SG Heerlen, Hollandia)
rendeltiik. A sejtéletképesség vizsgdlatdhoz Columbia Blood Agart (CliniChem Ltd.,
Budapest), MRS agart (Merck, Budapest) és Bifidobacteria Selective Mediumot (Merck,
Budapest) hasznaltunk.

3.2. Alginat mikrokapszulak eléallitasa és bevonasa

A harom probiotikus baktérium torzs - L. plantarum, B. bifidum és E. faecium -
felhasznalasaval egykomponensii mikrokapszulédkat készitettiink, melyek csak egyfajta
probiotikus  torzset tartalmaztak. A  probiotikus baktériummal betdltott alginat
mikrokapszulakat gélesedési modszerrel allitottuk eld. Planktonikus baktériumszuszpenziobol
(1,5 109 CFU/ml) 1 ml -t adtunk 200 g 2 m/m% -os steril natrium-alginat oldathoz és
homogenizaltuk. Buchi 395-Pro késziiléket (Buchi, Svajc) alkalmaztuk a vibraciés favoka
technologidhoz. A kivant méretli mikrokapszuldk formuldlasdhoz az optimalis miikddési
kortilményt 1800 Hz-es rezgési frekvencidban, 1000 V fesziiltségben, 150 um favokaméretben
¢s 4,5-5 ml/perces aramlasi sebességben allapitottuk meg a beallitasi kisérleteink soran. A
favokabol tavozo, kiilon allo cseppeket, S00 ml 0,1 M kalcium-klorid -oldatba juttattuk és a 30

perces szilardulasi 1d6 letelte utan, tovabbi feldolgozésa kovetkezett. A nedves mikrokapszuldk
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kitozdn bevonatat 200 ml 0,4 m/m%-os kitozdn oldat hozzdadasaval végeztiikk. Az alacsony
molekulatomegili kitozant 10 v/v% ecetsav -oldatban oldottuk steril koriilmények kozott. A
nedves mikrokapszuldkat a kitozan oldatban 30 percig kevertettiik, majd 0,1 M kalcium-klorid
oldattal mostuk, hogy eltavolitsuk a mikrokapszulahoz nem k&tddott kitozant. A nedves,
bevonat nélkiili alginat mikrokapszulakat €s a kitozdnnal bevont mikrokapszuldkat 24 oran
keresztiil liofilizaltuk, szaritas céljabol.

A L. plantarummal t6ltott mikrokapszulékat fagyasztva szaritas utdn Eudragit L100-55-
el vontuk be. Az Eudragit bevonatot csak a L. plantarum felhasznalasaval késziilt
mikrokapszulakon hoztunk Iétre. A bevonast Mini-GLATT + Mikro-Kit fluidizacios
berendezéssel (GLATT GMBH, WEIMAR, Németorszag) végeztik, melybe 10,0 g
mikrokapszulat toltottiink és 20,0 ml 96 v/v% etanolos EUDRAGIT L100-55 oldattal (10
tomeg%) fluidizaltuk. A fluidizacios eljarast a kovetkezd moddszer szerint hajtottuk végre. A
mukodési paramétereket konstans értéken tartottuk, a bemeneti 1égnyomas 0,10 bar volt és a
termék hémérsékletét 35-37 © C -on temperaltuk ugy, hogy 45 °C-os hdmérsékletii bemeneti
légdrammal dolgoztunk. A bevond oldatot szobahdémérsékleten alkalmaztuk és egy
kétcsatornas fuvokan (belsé betét atmérdje 0,3 mm) permeteztiik. A perisztaltikus pumpan
beallitott aramlasi sebesség (Flocon 1003; Berlin GmbH; Németorszag) 0,81 ml/perc volt €s a
porlaszté nyomasat 0,26 bar-ra allitottuk be. A bevont részecskéket addig szaritottuk, amig az
agy hémérséklete el nem érte a 39 °C -ot a 45 °C -on tartott bemeneti l[égaram mellett.

A mikrokapszulak eldallitasa és bevondsa a Gyogyszertechnoldgiai Tanszéken tortént. A

fluidizacios eljaras Dr. Haimhoffer Adam és Dr. Gal Bernadett segitségével tortént.

3.3. Az eltartasi ido hatasa az életképességre

A 3.2. fejezetben leirtak szerint eldallitott alginat alapu mikrokapszulakba agyazott L.
plantarum tarolasi idejének a baktérium ¢letképességére gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. A
liofliezés soran kapott szdraz mikrokapszuldkat 4 °C-on taroltuk. A kisérletben csak a bevonat
nélkiili alginat mikrokapszulakbdl végeztiink kioldast és leoltast a mikrokapszula eléallitasatol
szamitott 10., 25., 45. és 75. napon. Azonos mennyiségli, 25 mg bevonat nélkiili alginat
mikrokapszulat 500 pl steril fiziologias sooldatban, 60 percig, 37 °C-os termosztatban
mozgattuk. Majd a mintdkat 1000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltunk 1 percig, a
feliilaszokbol gytijtott mintdkat atadtuk az Orvosi Mikrobiologiai Intézetben Dr. Kovécs
Renatonak CFU meghatarozasra. A CFU meghatarozast a 3.5. modszerleiras szerint végezték.

A mikrokapszulakbol minden idépontban harom kioldast végeztiink.

37



3.4. A bevont és bevonat nélkiili mikrokapszulak jellemzése

crer

fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Németorszag)
vizsgaltuk. A mikrokapszuldk méretét a ZEN 2012 v.1.1.0.0 szoftverrel elemeztiik ki (Carl
pasztazo elektronmikroszkoppal jellemeztiik (SEM). A SEM vizsgélat el6tt a minték feliiletén
aranyporlasztott bevonat nem rakddott le. A méréshez vadkuum ¢és alacsony, 5 kV
gyorsitofesziiltség volt sziikséges. A pasztazo elektronmikroszkopos képeket Hitachi Tabletop
Microscope 3030 (TM3030) (Hitachi, Toki6, Japan) késziilékkel készitettiik. A mintak kémiai
Osszetételének meghatarozasahoz Bruker EDX 70 detektort hasznaltunk.

A SEM felvételek a Debreceni Egyetem Miiszaki Karan késziiltek, Dr. Budai Istvan

segitségével.

3.5. Sejtéletképességi vizsgalat

Az ¢16 sejtek szamat az eldzetesen kezelt mintakbdl kvantitativ tenyésztéssel hataroztuk
meg. A 100 pl-es alikvotokat kdzvetleniil a kiilonbozo kezelések utan vettiik ki; ezt kovetden a
mintakkal 10-szeres sorozat higitast végeztiink, és az E. faecium mintdkat Columbia Blood
Agar (CliniChem Ltd., Budapest, Magyarorszag), a L. plantarum mintakat MRS agar (Merck,
Budapest, Magyarorszag) ¢és a B. bifidum mintékat Bifidobacteria Selective Medium (Merck,
Budapest, Magyarorszag) taptalajra szélesztettiik (4x0,03 ml). Az agarlemezeket a L.
plantarum és a B. bifidum esetében harom napig 37 °C -on, az E. faecium esetében 37 °C -on 5
v/v% CO: jelenlétében két napig inkubaltuk az anaerob kamraban. Minden kisérletet hAromszor
végeztiink el. A baktériumok tenyésztése és az életképességi vizsgalatok, valamint a CFU
meghatarozasok a Debreceni Egyetem, Altaldanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Mikrobiologiai
Intézetében torténtek. A vizsgalatokat €s a baktériumok fenttartasat Dr. Kovacs Renato,

valamint Kovdacs Fruzsina ¢s Balla Noémi PhD hallgatok végezték.

3.6. Termotolerancia teszt szaraz és nedves hokezelés mellett

A probiotikus baktériumok hdrezisztencidjanak vizsgélatara két szaraz hé (80 °C, 100
°C) ¢és egy nedves hd (80 °C) modszert végeztiink. A kisérletet a bevonat nélkiili alginat és a
kitozannal bevont mikrokapszulakkal végeztiik el, igy probiotikumonként 2, 6sszességében 6
mintacsoporttal. A héterhelési teszt id6tartamat 80 °C -on szaraz hon 10 percig, 100 °C -on 5
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percig, 80 °C -on nedves hon pedig 1 percben hataroztuk meg. A szaraz hoéteszteket levegd
aramoltatasos holégsterilezOben végeztiik, mig a nedves hétesztnél a mintdkat vizfiirdében
inkubaltuk ugy, hogy 30 mg liofilizalt mikrokapszulara 2 ml 80 °C-ra melegitett pepton vizet
pipettaztunk, majd egy percre 80 °C -ra temperalt vizfiirdébe meritettiik. Az inkubalas utén a
mintakat 20 °C-os vizfliirdoben lehiitottiik, majd a mintdkat 10 masodpercig ultrahanggal
kezeltiik és meghataroztuk a CFU/mg értékiiket. A modszer kivalasztasandl a f6 szempont az
volt, hogy alkalmas legyen a pelletalasi koriilmények szimuldlasdra. A kisérleteinket a

Gyobgyszertechnologiai Tanszéken végeztiik.

3.7. Kioldodasi vizsgalat szimulalt gasztrointesztinalis folyadékban

Ebben a kisérletben csak a L. plantarum tartalmi mikrokapszuldkkal dolgoztunk. A
mikrokapszulakat harom csoportra osztottuk A: bevonat nélkiili alginat; K: kitozannal bevont
¢s E: Eudragit L100-55 bevont mintdk. Torpac® zselatin kapszuldkba (9el méretii) 30 mg
mikrokapszulat toltottiink kézi kapszulatoltével (8. abra). A zselatin kapszuldba toltott
mikrokapszula csoportokat tovabbi két csoportra osztottuk, Eudragit L100-55-el bevont és
bevonat nélkiili zselatin kapszulara. A zselatin kapszuldk bevonasat kézzel végeztiik, az
Eudragit L100-55-6t acetonban oldottuk és a bevonashoz 20 m/m%-os oldatot hasznéltunk. A
mikrokapszulaval toltott zselatin kapszuldkat a bevondszerbe meritettiik, majd levegén 4 6ran
at szaritottuk. A kioldodasi vizsgalatot mesterséges gyomor- (pH 2,0) és bélnedvekben (pH 7,4)
végeztiik. A steril PBS pH-jat (pH 7,4) foszforsavval 2,0-ra allitottuk be, és mesterséges
gyomornedvként hasznaltuk. A fent emlitett mikrokapszula és zselatin kapszula csoportokbol
adddoan a bevonatoktol fliggéen 6sszesen hat kiilonbozd készitményt vizsgaltunk (9. abra) A
GA volt a kontroll csoport, amely bevonat nélkiili alginat mikrokapszulat tartalmazott, bevonat
nélkiili zselatin kapszulaba toltve. A GK a kitozdn bevonati mikrokapszula bevonat nélkiili
zselatin kapszulaban, a GE az Eudragit L-100-55-el bevont mikrokapszula bevonat nélkiili
zselatin kapszuldban. Az EA az Eudragit L-100-55-¢l bevont zselatinkapszulaba toltott alginat
mikrokapszula, az EK a kitozannal bevont mikrokapszula Eudragit L100-55-el bevont
zselatinkapszuladban és az EE az Eudragit L100-55-el bevont mikrokapszula, Eudragit L100-
55-el bevont zselatinkapszuldban. A kisérletet a Gyogyszertechnologiai Tanszéken végeztiik.
A zselatin kapszulak toltésében és bevonasaban Dr. Gal Bernadett és Dr. Vasvari Gabor volt

segitségemre.
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8. abra Manualis kapszulatoltés [70]

ZSELATIN KAPSZULA MIKROKAPSZULA
BEVONATA BEVONATA
Kontroll

Bevonat nélkiil (GA)

— Bevonat nélkiil (G) Kitozdn (GK)

— Eudragit (GE)

Zselatin kapszula |

— Bevonat nélkiil (EA)

— Eudragit (E) Kitozan (EK)

— Eudragit (EE)

9. abra A kiilonbdz6 bevonatokkal formulalt vizsgalati csoportjaink

Minden zselatin kapszulat (n=3) 5 ml mesterséges gyomor folyadékban 60 percig
razoinkubatorban 37 °C-on inkubdltuk, majd 500 pl mintat vettiink, 10 masodpercig
ultrahanggal kezeltiik, ¢s meghataroztuk a CFU/mg értéket. A pH 2,0 kozeget 60 perc elteltével
eltavolitottuk, és mesterséges bélnedvvel helyettesitettiik. A bélben valo kioldodas szimulalasat
60 percig végeztilkk, majd 500 pl-es mintdkat ultrahanggal kezeltiink 10 masodpercig ¢és
meghataroztuk a CFU/mg értéket. A leoltdsok és a CFU meghatarozasok szintén a DE AOK,

Orvosi Mikrobioldgiai Intézetében torténtek, Dr. Kovacs Rendto segitségével.
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3.8. Sejtfelszabadulasi profilok és €lo/holt sejtek meghatarozasa

Lactobacillus felszabaduldsat szimulalt gyomor- (pH 2,0) és bélnedvben (pH 7,4)
vizsgaltuk. Ugyanannyi bevonat nélkiili alginat mikrokapszulat, valamint kitozan és Eudragit
L-bevonati mikrokapszula mintat mértiink ki (25 mg), és 500 ul pH 2,0 kiold6 kozeget adtunk
hozza. A mintakat razoinkubatorban 37 °C-on inkubaltuk, majd a 60 perces inkubacios 1d6 utan
azonos mennyiségli mintakat (50 pL) vettiik a savas kdzegbdl. Ezutan a savas oldokdézeg pH-
jat 35 ul 2,7 tdmeg%-os natrium-hidroxiddal semlegesitettiik; igy a pH-t 7,4-re allitottuk be.
Tovabbi mintakat a teljes kioldasi 1d6 120., 180. és 240. percében vettiink. Minden mintavétel
utdn az oldokozeget 50 pl-el kiegészitettiik. A mintdkat 1000 fordulat/perc sebességgel
centrifugaltunk 1 percig, a feliiliszokat sszegytijtottiik, és a felszabaduld baktériumsejteket
SYTOX Green reagenssel festettiik 1 uM végsd koncentracioban 30 percig 37 °C-on. A
mintakat Guava Easy Cyte 6HT-2L 4aramlési citométerrel (Merck Ltd., Darmstadt,
Németorszag) analizaltuk. Zold (525/30 nm) és voros (695/50 nm) fluoreszcencia csatornakat
hasznalva a sejteket a zold és a piros pont diagramon abrazoltuk. A felszabadult sejtszamot és
az ¢ld/holt sejtek aranyat GraphPad Prism 5.0 szoftverrel értékeltiik. Az dramlasi citometrias

méréseket a Gyodgyszertechnologiai Tanszéken végeztiik, Dr. Fenyvesi Ferenc segitségével.

3.9. FITC-jelolt kitozan szintézise

A FITC-vel jelolt kitozant egy korabban kidolgozott mddszer szerint szintetizaltuk és
tisztitottuk [71]. A kitozdn oldatot tgy allitottuk eld, hogy a kitozdnt 100 ml 0,1 M
ecetsavoldatban 1 m/v% koncentracioban feloldottuk. A savas vizes oldathoz FITC-oldatot (2
mg/ml metanolban, 50 ml) adtunk, majd tovabbi 100 ml dehidratalt metanolt kevertiink 6ssze.
A reakciodelegyet 3 6ran at sotétben tartottuk, és a FITC-el jelolt kitozant 1 liter 1 M NaOH-dal
kicsaptuk. A csapadékot sziirtiik és 4 liter ionmentesitett vizzel dializaltuk (Spectral/Por,
Standard RC Tubing, 3,5 kD), majd naponta Gjrat6ltottiik szintén ionmentesitett vizzel, amig a
FITC mar nem volt jelen a dializdlé edényben, amit mikrolemezes fluoriméterrel (Fluostar
Optima, BMG Labtechnologies Offenburg, Németorszag) ellendriztink 492 nm-es
gerjesztésnél és 520 nm-es emisszids hullamhosszon. A dializissel tisztitott terméket ezutdn
fagyasztva szaritottuk. A jelolés hatékonysagat fluorimetridsan hataroztuk meg. Az FITC-t
50:50 aranyt, pH 6,0 viz : propan-1,2-diol elegyében oldottuk, és standard higitasokat
készitettiink. A maximalis fluoreszcencia intenzitds adatait a FITC koncentrécio fliggvényében

kalibraltuk. A szabad amin és a FITC-jel6lt molaranya 7,8:1 volt.
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A kitozan FITC jelolését Dr. Bakai Bereczki Ilona végezte a Debreceni Egyetem
Gyogyszerésztudomanyi Kar Gyogyszerészi Kémiai Tanszékén. A tisztitasi folyamatot és a

jelolési hatékonysag meghatarozasat a Gyogyszertechnologiai Tanszéken végeztiik.

3.10. Az oldott kitozan bevonat meghatarozasa

FITC-jelolt kitozant hasznaltunk a mikrokapszula kitozdn bevonatanak mennyiségi
meghatdrozasara. A mikrokapszuldk és a bevonat elkészitésének lépései megegyeztek mar
korabban ismertetett eljardsokkal, azonban 25%-ban FITC-el jelolt kitozant hasznéltunk a
bevonashoz hasznalt kitozdn oldat elkészitéséhez (200 ml 0,4 m/m%-os). A bevont
mikrokapszulakat liofilezéssel szaritottuk. Az oldodasi tesztet a szaritott mikrokapszuladkkal
végeztiik, amelyek protokollja szintén megegyezik a kordbban leirtakkal. Osszesen 25 mg
szaritott kitozannal bevont mikrokapszuldt mértiink be, és az oldodast 500 pl pH 2,0-s
kioldokozegben vizsgaltuk 37 °C-on 60 percig; majd az oldokdézeg pH-jat 7,4-re emeltiik, €s a
mintakat 240 percnél vettiik. A mintdk fluoreszcencidjat fluoriméterrel vizsgaltuk, és a FITC-
vel jelolt kitozan oldat higitasi sorozatat kalibraltuk. A meghatarozast a Gyodgyszertechnologiai

Tanszéken végeztiik.

3.11. A kitozan és Eudragit oldatok készitése az 6lési kinetika vizsgalatahoz

A mikrokapszulak kioldaskor altaldban 25 mg/500 pl kioldokdzeg aranyt alkalmaztunk.
Az Eudragittal torténd bevondsa soran atlagosan 20% tomegndvekedést szamoltunk, igy a
kioldasra mért mintak Eudragit bevonatanak mennyisége megkdozelitéleg 4,38 mg a szdmitasok
alapjan. Ezt a mennyiséget 500 mikroliternyi PBS-ben oldottuk ki, tehat a koncentracioé igy 8,77
mg/ml. Az Eudragit tartalmaz natrium-lauril-szulfatot, melynek a koncentracioja a kioldasra
bemért mennyiségekben: 0,0675 mg/ml; valamint tartalmaz még Polysorbat 80-t 0,2 mg/ ml
koncentracioban a kiold6 kozeg.

Az 0lési kinetikai vizsgéalatot a MIC érték hianyaban ezen koncentraci6 tartomanyban

végeztiik, feltételezve, hogy a kioldokozegben a 8,77 mg/ml koncentracié alakul ki.

crer

crer
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fokozasaval a polikationos allapotban oldatba vihetd. A maximalisan elérheté koncentracié a
szakirodalom szerint 1%. Valamennyi vizsgélathoz a kiilonb6z6 molekulatomegii kitozanokat
10 v/v%-o0s ecetsavban oldottunk, és 1,0 m/v%-os kitozan oldatokat készitettiink. Ezutan a

higitasokat steril 0,9 tdémeg%-os natrium-klorid oldattal végeztiik, és a pH-t 6,5-re allitottuk be.

3.12. MIC értékek meghatarozasa

A L. plantarum kis molekulatomegli (LMW) kitozannal, kdzepes molekulatomegii
(MMW) kitozannal €s nagy molekulatomegii (HMW) kitozannal szembeni érzékenységét BHI
(CliniChem Kft., Budapest, Magyarorszadg) tapkozegben hatdroztuk meg. Mindharom
molekulatomegl kitozan esetében mikrodiluciot végeztiink, a mintak koncentracigja 0,0004 és
0,25 m/v% kozotti volt. Egy éjszakdn at BHI tapkozegben tenyésztett friss L. plantarum
0,9%-0s NaCl-ban allitottuk be (a végsé optikai denzitds 600 nm-en 0,5 volt). Utdna 100 pl
Lactobacillus szuszpenziot, amelyet elézéleg 1:500 ardnyban higitottunk BHI tapkdzegben,
100 ul kitozéan oldattal, mikrolemezen kevertiink 6ssze. Ezutan a lemezeket 48 6ran at 37 °C-
on, 5% CO2 jelenlétében inkubaltuk. A MIC értéknek tekintettiik a leolvasas soran azt a
legalacsonyabb koncentracidt, amely legaldbb 50%-o0s ndvekedésgatlast fejt ki a kitozannal
nem kezelt kontroll leoltashoz képest. Ezeket a kisérleteket haromszor elvégeztiik és a harom
fliggetlen leoltas eredményének atlag értéket fogadtuk el MIC értéknek. A kisérletet ¢s a MIC
érték meghatarozasat a DE AOK, Orvosi Mikrobiologiai Intézetében Dr. Kovacs Renato

végezte.

3.13. Az olési kinetika vizsgalata CFU-meghatarozassal (Time-kill Assay)

A MIC meghatarozas soran hasznalt mikrodiliciok eredményei alapjan, a kiillonb6zo
kitozan vegyiiletek 616 aktivitasat 10 ml BHI végtérfogatban hataroztuk meg 0,125 m/v%,
0,015 m/v% és 0,003 m/v% kitozan koncentracié mellett. A kiindulasi baktérium szuszpenzid
4-4,5 x 10* CFU/ml volt, a 100 pl-es mintakat 0, 4, 8, 12 és 24 ora elteltével vettiik ki; ezt
kovetden a mintakbdl tizszeres sorozathigitast készitettliink, és MRS (Man, Rogosa ¢és Sharp)
taptalajra (Merck, Budapest, Magyarorszag) szélesztettiik (4 < 30 uL), majd 37 °C-on 48 oran
at 5% CO» -ban inkubaltuk. A kiilonboz6 kitozan koncentraciokat baktericidnek tekintettiik, ha
az ¢16 baktérium sejtszamban >3log10 csokkenést okoztak a kezdeti leoltdshoz képest.

Az 1d6 6lési vizsgalatot a korabban hasznalt Eudragit L100-55 bevonat anyagaval is
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készitettiink. A kisérletet és leoltdsokat a DE AOK, Orvosi Mikrobioldgiai Intézetében Dr.

Kovacs Renato végezte.

3.14. E16/holt sejtek aranyanak és sejtszamanak vizsgilata aramlasi citometriaval

Az 1d6-0lési vizsgalattal (6lési kinetika) kapott Osszes mintat aramlasi citometriaval is
elemeztiik. A mintdkat 1000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk 1 percig, a feliiluszokat
Osszegylijtottiik, és a baktériumsejteket végsoé koncentracioban 1 uM SYTOX Green reagenssel
festettilk 30 percig 37 °C-on. A mintdkat Guava Easy Cyte 6HT-2L aramlasi citométerrel
(Merck Ltd., Darmstadt, Németorszag) analizaltuk. Z61d (525/30 nm) és vords (695/50 nm)
fluoreszcencia csatornakat hasznalva a sejteket a zold és a piros pont diagramon abrazoltuk. Az
¢l6/holt baktériumsejtek aranyat értékeltiik. A citometrids méréseket a Gyodgyszertechnologiai

Tanszéken végeztiik, Dr. Fenyvesi Ferenc segitségével.

3.15. Membranintegritasi vizsgalat

A L. plantarum membranintegritasat a felszabaduld anyagok 260 nm-en torténd
mérésével vizsgaltdk egy korabbi publikacidban, melynek alapjan allitottuk Ossze a kisérleti
protokollt [72]. A baktérium eldtenyészetet S ml BHI tapkozegben tenyésztettiik 37 °C-on 18
oréan at 2,3 Hz razasi frekvencian, 0,9%-os NaCl steril oldattal 0,6 optikai stiriségre higitva 640
nm-en (0OD640). Kiilonb6z6 koncentracidju 0,1, 0,01 és 0,001 m/v%-ban, kis, kdzepes és nagy
molekulasulyu kitozan oldatokat adtunk a baktérium szuszpenzidkhoz 1:1 térfogataranyban. A
metabolikus anyagok felszabadulasat Multiskan Go (ThermoFisher) mikrolemez-leolvasdval

vizsgaltuk 260 nm-en 10 percenként 180 percig.

3.16. A kitozan kolcsonhatas vizsgalata konfokalis 1ézeres pasztazo
mikroszkoppal

Kiilonb6z6 koncentracidju kitozan oldatokat (0,1, 0,01, 0,001 m/v%) kevertiink 6ssze
baktériumszuszpenzidval 1:1 térfogatardnyban és a mintakat 37 °C-on 60 percig inkubaltuk. A
bemért kitozdn mennyiségének 25%-at a FITC-el jelolt kitozanbol hasznaltuk. Ezutdan a
mintakat kétszer mostuk steril PBS-sel, hogy eltavolitsuk a felesleges FITC-kitozant és

centrifugaltuk (11 000 x g, 10 perc, 25 °C). A baktérium sejtmembranjat 5 ug/ml jéghideg
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FM®4-64 festékkel festettiik, majd jéghideg 4%-os formaldehiddel fixaltuk HBSS-ben, jégen
10 percig. A konfokalis mikroszkopos felvételeket Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkoppal
(Carl Zeiss, Jena, Németorszag) rogzitettiik Plan-Apochromat 63x NA 1.4 olajimmerzids
objektivvel. A FITC-et 488 nm-en gerjesztettiik Ar-ion lézerrel (1%-ra allitva), és 499-544 nm
kozott detektaltuk, mig az FM ®4-64-et 543 nm-es HeNe 1ézerrel gerjesztettiik (30%), és a 600-
700 nm-es tartomanyban detektaltuk. A képparaméterek a kovetkezOk voltak: 256 x 256 pixel,
pixelméret 53 nm, zoom 10x%, 0,7 um optikai szeletvastagsag a zold csatornaban és 0,8 um a
vOrds csatornaban; A z-1épték mérete a metszés soran 0,37 um volt, a pixel tartozkodasi ideje
4,1 vagy 16,5 ps, és a kép minden sorat 4-szer pasztaztuk és atlagoltattuk. A csatornak kozotti
athallast a festékek szekvencialis gerjesztésével és soronkénti dtkapcsoldssal zartuk ki.

A konfokalis mikroszkopos felvételek elkészitésében a Debreceni Egyetem Altaldnos
Orvostudomanyi Kar, Biofizikai €és Sejtbiologiai Intézetében Dr. Vamosi Gyorgy volt

segitségiinkre.

3.17. Zéta potencial meghatarozasa a baktériumsejt felszinén

A L. plantarum szuszpenziokat a membranintegritas vizsgalat modszere szerint allitottuk
elé. A higitott kis, kdzepes és nagy molekulastlyt kitozan oldatokat 0,1, 0,01 és 0,001 m/v%
koncentracioban egyenként 0sszekevertiik L. plantarum szuszpenzidval 1:1 térfogataranyban,
¢s 37 °C-on 60 percig inkubaltuk. A mintakat a konfokéalis mikroszkopos vizsgalat el6tti mosasi
eljaras szerint mostuk, ebben az esetben is a szuszpenzidban maradt felesleges kitozan
Nano-ZS Zetasizer (Malvern Instruments, Malvern, UK) segitségével mértiik. Az adatokat

GraphPad Prism 5.0 szoftverrel elemeztiik.

3.18. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzésekhez a GraphPad Prism 5.0 szoftvert (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA) hasznaltunk. A grafikonokon és az oszlopdiagrammokon a kezelési
csoportonként kapott atlagértékeket dbrazoltam, valamint a szoras értékeket tiintettem fel (x
SD). A csoportok 0Osszehasonlitasa egy- ¢és kétutas ANOVA ¢és Bonferroni tobbszords
Osszehasonlito tesztekkel tortént. A kiilonbségeket nem tekintettiik szignifikansnak p > 0,05

esetén; szignifikdnsnak, ha **** p <(0,0001 *** p <0,001,** p <0,01.
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4. Eredmények

4.1. Termotolerancia teszt szaraz és nedves hokezelés mellett

A kiilonbozé probiotikus baktériumok jobb hdtolerancidjat harom kiilonbozo
héexpozicios protokoll mellett vizsgaltuk, melynek eredményeit a 10. dbra mutatja. Mindharom
koriilmény esetében megallapithatd, hogy a L. plantarum és a B. bifidum hasonld hajlamot
mutatott hdterhelésére, mig az E. faecium eltérd érzékenységi mintazatot mutatott a bevonat
nélkiili és kitozadnnal 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% ¢és 16,66 + 0,59%, mig a kitozannal
bevont mikrokapszulédkban 0,33 & 0,045% ¢és 0,03 + 0,008% volt. Az E. faecium til€lési aranya
a bevonat nélkiili mikrokapszuldkban 0,36 + 0,042%, mig a kitozannal bevont

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

(a) Lactobacillus plantarum (b) Bifidobacterivm bifidum (c) Enterocoecus faectum
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10. abra A héterhelés vizsgalata kiilonb6z6 koriilmények kozott az egyes probiotikus
mikrokapszulakon.

A vizsgalt mikrokapszula tipusok: alginat mikrokapszula (A), kitozannal bevont mikrokapszula (K)
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4.2. Az eltartas hatasa az életképességre

1x1009°
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0 20 40 60 80
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11. abra A tarolasi id6 hatasa a L. plantarum életképességére.

A CFU értékek id6ben valtozasat logaritmikus 1étékii gérbén abrazoltuk (11. dbra). A to
idépontnak a nedves mikrokapszuldk elkésziilésének napjat vettilk, melynek sordan 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 csoportbol felvettiink egy tarolasi idé — CFU gorbét, melyen a
tarolasi 1d0 fliggvényében kovettik a sejtek életképességének valtozdsat. Az egyes
kisérleteinkben kapott “nyers” CFU értékeket a minta tarolasi idejének figyelembevételével

kerultek atszamitasra szazalékos értékben.

4.3. A bevont és bevonat nélkiili mikrokapszulak jellemzése

A nedves alginat mikrokapszuldk alakjanak ¢és méretének elemzését az eldallitas utan
fénymikroszkoppal végeztiik (12. dbra). A nedves alginat mikrokapszula atméréjének atlagos
érteke 412,54 + 28,83 um volt, 150 pum-es fuvoka hasznalataval. A nedves mikrokapszuldk
alakja izometrikus, kozel gomb alaku, héjjal koriilvett. A mikrokapszulak fagyasztva szaritasa
utdn a szilard részecskék méretét SEM-el hataroztuk meg. A bevonat nélkiili alginat
mikrokapszuldk atlagos atméréje 187,21 + 24,36 pm, a kitozannal bevont 203,5 + 31,98 um,
az Eudragit bevonattuaké pedig 312,6 + 50,36 um (n = 50,36 um). A szaritott mikrokapszuldk

feliilete enyhén érdes, bordazott, ami szabalytalanna teszi a feliiletet, alakja szinte izometrikus,
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helyenként enyhén megnyult a szaritds soran kialakulod ikrek miatt. A kitozannal bevont

mikrokapszulédk feliilete kissé bordazott, az Eudragit L100-55 bevonatii minték feliilete szinte

sima volt.

D85 x1.0k 100 um

m D7.8 x1.2k 50 um

D78 x100  1mm

(e) ()
12. abra A bevont és bevonatmentes mikrokapszulak jellemzése.
Fénymikroszkopos felvétel a bevonat nélkiili nedves mikrokapszulakrol (a,b). SEM-el késziilt kép a
kitozannal (c,d) és Eudragit L100-55-¢l bevont (e,f) mikrokapszulak felszinérdl.
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4.4. Elemi spektroszkopia

A bevonat hatékonysaganak ellendrzésére a mikrokapszuldk feliiletét fotoelektron
spektroszkopiaval vizsgaltuk (13. abra). A bevonat nélkiilli mikrokapszula feliiletének
spektrumat elemezve, megerdsithetjiik a kalcium jelenlétét. A mikrokapszulak eléallitasdhoz
natrium-alginatot hasznaltunk, amit kalcium-kloridban gélesitettiink. A spektrum azonban nem
mutatott Na jelet, ami az alginat megfeleld kicsapoddsara és térhdlosodasara utal. A kitozén
bevonast kovetden a kalcium ¢és a klor jelintenzitdsa szignifikdnsan csdkkent, ami hatékony
kitozan lefedettségre utal. A rontgenanalizis megerdsitette, hogy a kitozan spektrumban a f6
csucsok a (C) és (O), amelyek megegyeznek a kitozan f6 elemtartalmaval. Az Eudragittal
bevont mikrokapszula feliiletének a kalcium jele eltint, 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.
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13. ébra Az elemi spektroszkopia eredményei.

A bevonat nélkiili mikrokapszula (a), a kitozannal bevont (b) és az Eudragit L100-55-¢l bevont

mikrokapszula (c) felszinérdl késziilt elemzés.
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4.5. Kioldodasi vizsgalatok

Vizsgaltuk az oldoszeres kozeg pH-janak hatdsat a kiillonb6zé bevonatokra, illetve a
bevonat hatasat a L. plantarum %-os tilélési aranyara (14. dbra). Az oldast 60 percig végeztiik
mindegyik oldokozegben. A pH 2,0-s kozegli kioldédasvizsgalatot kovetd feloldds soran az
Eudragit L100-55 bevonatt zselatin kapszulédk feliilete nem duzzadt és nem volt lathato az
old6édas makroszkopikus jele. A bevonat nélkiili zselatin kapszuldk azonban savas kdzegben
duzzadni kezdtek. 60 perc elteltével a pH 2,0-es kioldokozeget pH 7,4-es kozegre cseréltiik,
ekkor a bélben o0ld6do bevonatt zselatin kapszulak feloldodéasa is megkezdddott €s a zselatin
duzzadasa volt megfigyelhetd. Az Eudragit L100-55 bevonatu zselatin kapszuldba toltott
alginat mikrokapszuldknal a talélésében nem volt szignifikdns kiilonbség (89,81 + 5,64) a
kontrollhoz képest. Hasonloképpen, nem figyeltiink meg kiilonbséget a tul¢lésben az Eudragit
L100-55-el bevont mikrokapszulék esetében a kontrollokhoz képest (95,09 + 4,73), illetve az
Eudragit L100-55-el bevont zselatin kapszulat vizsgalva (99,09 + 9,27). A kitozan bevonata
mintak oldodasi vizsgalata soran a L. plantarum életképességét teljesen gatolta, igy a talélési

arany mindkét zselatin kapszuldba toltve gyakorlatilag nulla volt.

™ Eudragit bevont zselatin kapszula

B bevonat nélkiili zselatin kapszula
150+

ns
ns ns ’

-

(=]

o
1

Talélési arany (%)
a
g

khkk kkkk

A K E
mikrokapszula bevonat

a.

C.
14. abra Mikrokapszulaval toltott, bevonat nélkiili (a) €s Eudragit L100-55 bevonati zselatin kapszula
(b). Zselatin kapszulak kioldodasi eredménye (c).
Az adatokat atlag + SDS -ként mutatjuk be, n = 3. A kiilonbségeket szignifikansnak tekintettiik p

<0,05 -nél; *** p <0,0001, az ns jelentése: nem szignifikans.
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4.6. A leoldodo kitozan bevonat mennyiségének meghatarozasa

Tekintettel a jelolési hatékonysagra és a bevond oldatban 1€v6 jelolt kitozén aranyara, a
kitozadn 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 rendelkezésunkre.

4.7. Sejtfelszabadulasi profilok és €lo/holt sejtek meghatarozasa

Ebben a kisérletben a baktériumok felszabadulasat vizsgaltuk a pH-tdl és a bevonattol
fliggben aramlasi citometridval (15-16. abra). A pH 2,0 kiold6 kdzegben tartott mintakban
alacsony sejtszamot detektaltunk 60 perc elteltével, szignifikans kiilonbség nélkiil. A pH-t 7,40-
re emelve lassu oldodast mértiink a bevonat nélkiili mikrokapszuldkban €s a kezdeti baktérium
koncentracio 42,86%-a szabadult fel 240 perc alatt. A kitozdn bevonati mintdk esetében a
kezdeti fazisban hasonlo kioldodasi kinetika volt megfigyelhetd, mint az alginat mintdknal, de
240 percnél mar magasabb felszabadulast (71,43%) mértiink, mint az Eudragit L100-55
bevonati mintdknal. Az Eudragit L100-55 bevonati mintdk esetében a leggyorsabb
felszabadulast a kioldo kozeg pH-janak 7,40-re vald bedllitdsa utdn mértik, igy a
Lactobacillusok 80%-a szabadult fel. A baktériumsejtek felszabadulasa a 60. percet kdvetd pH-
valtozas utan szignifikansan eltéré mechanizmust mutatott. A kitozan bevonat pH 2,0-s
kozegben vald oldddasa az utolsé mérési pontot (240 perc) leszamitva nem eredményezett
szignifikansan eltérd oldodasi profilt a bevonat nélkiili alginat mikrokapszuldkhoz képest. Az
Eudragit L100-55 bevonati mikrokapszulak feliiletérdl az enteroszolvens bevonat csak a pH
valtozasa utan kezdett feloldodni, ami 120 percnél robbandsszeri baktériumfelszabadulast,
majd lassabb telitési fazist eredményezett (17. dbra). A mintavétel utan (60, 120, 180 és 240
perc) a baktériumsejteket SYTOX Green-el festettiik, és megvizsgaltuk az ¢élé/halott sejtek
aranyat. A bevonat nélkiili alginat és az Eudragit L100-55 bevonatu mikrokapszuldk esetében
nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget az életképességben a mintavételi idopontokban.
Azonban, a kitozdnnal bevont mintdkban 60 perc elteltével ismét magasabb mortalitast
mutattak a baktériumok, ami a vizsgalat soran végig jellemz0 maradt. Az életképesség

meghatarozasahoz az €16 és elhalt sejtek Osszegét, azaz a felszabadulod baktériumok szamat
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minden minta esetében 100%-nak tekintettik.

a. b.

15. abra Mikrokapszula kioldasa 2,0 pH PBS koézegben (a) és 7,4 pH PBS kozegben (b).
Az A2-jelii csdben bevonat nélkiili alginat, a C2 jeliiben kitozannal bevont, az E2 jeliitben Eudragittal

bevont alginat mikrokapszula kioldasat végeztiik.

n_Plot P02, ungated wn_Plot P02, ungated w_Plot P02, ungated
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16. abra A nem bevont alginat (a), kitozannal bevont (b) és Eudragit-bevont (c) mikrokapszulakbol
kioldott L. plantarum sejtek életképességének vizsgalata aramlasi citométeren.

Reprezentativ abra, a vizsgalatot triplikditumban végeztiik.
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17. abra L. plantarum felszabadulasa a mikrokapszulakbol (a), és a felszabadult baktériumok (b)
¢életképessége az ido fiiggvényében.
A nem bevont alginat (A), kitozannal bevont (K) és Eudragit-bevont (E) mikrokapszulakat
triplikatumban vizsgaltuk. Az adatokat atlag + SD -ként mutatjuk be, n = 3.

4.8. MIC érték meghatarozasa és id6-0lési vizsgalat

A vizsgalt kitozan vegyliletek MIC értékei 0,007%-nak bizonyultak mind az kis-,
kozepes- ¢és nagymolekulatomegli  kitozan esetében. Minden vizsgalt, kiilonbozo
molekulatomegii kitozan koncentraciofiiggd modon kifejezett gatlo hatast fejtett ki az L.
plantarum sejtekre. Figyelemre mélto baktericid hatas (legaldbb harom log csokkenés az €16
sejtszamban a kiindulasi inokulumhoz képest) a 0,015%-o0s kitozantol minden molekulatomeg
esetén megfigyelheté volt (18. abra). Az Eudragit L100-55 bevonat anyagéira nézve a
diagramon lathat6 2,5 mg/ml és 10 mg/ml koncentraciokban kaptunk értékelheté eredményt. A
legmagasabb koncentracioban azonban a polimer rossz vizoldékonysaga miatt a kiindulasi
minta erdésen opaleszkald volt, igy a CFU értékek bizonytalanul allapithatok meg. A MIC érték

meghatarozasa emiatt elmaradt.
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18. abra Az id6-6lés gorbe a kis (a), a kozepes(b) a nagy molekulatomegii kitozanra (c) és az Eudragit
L100-55(d) bevonat anyagaira.

A vizsgalatot harom parhuzamos mintaval végeztiik, n=3

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink harom kiilonb6z6 molekulatomegii kitozannal. A
baktériumsejtek életképességét az €16/holt sejtek ardnya alapjan jelen vizsgalatban is aramlasi
citométerrel hatdroztuk meg. A kontroll és a legalacsonyabb (0,001%) kitozdn koncentracidju

mintak esetében nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a L. plantarum életképességében.
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Ez mindhdrom molekulatomegi kitozan vizsgalataval megallapithat6. A kitozan koncentracio
tizszeres novekedésével (0,01% és 0,1%) azonban az életképesség jelentds csdkkenését
észleltiik. Ami a kitozan molekulatomegét illeti, az életképesség csokkend tendenciat mutatott
a molekulatomeg novekedésével. Az ¢€lo/holt sejtek aranya 8 Oranal stabilizalddott
kismolekulastlyu kitozan esetén és 12 oranal a kozepes molekulasulyu kitozan esetében. A

nagymolekulastlytl kitozdn esetében a 24 o0Ords eredményben volt megfigyelhetd a

stabilizalodas. (19. dbra)
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19. abra Az id6-61ési vizsgalat eredményei aramlasi citrometrias meghatarozassal.

A vizsgalatot triplikatumban végeztiik, n=3

4.9. Membranintegritasi vizsgalat

A kitozdn membranra gyakorolt destabilizdldo 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
majd csokkend tendenciat mértiink. Ezek a jellemzdk a kis és nagy molekulatomegii mintak
esetében hangsulyosabbak, mig a kozepesek esetében kevésbé. A mintak abszorbancidja

0,01%-0s koncentracional a kezeletlen kontrollhoz hasonl6an valtozott. (20. abra)
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20. abra Membranintegritas vizsgalata 260nm-en mért abszorbancia valtozassal. A vizsgalatot

triplikdtumban végeztiik, n=3

4.10. Zéta potencial meghatarozasa a baktériumsejt felszinén

A zéta potencialt a L. plantarum felszinén hataroztuk meg, az eredményeket a 21. abra
mutatja. A kezeletlen L. plantarum tartalmu mintdkban a zéta potencial értéke -15,15 + 0,49
mV volt, amely a kitozan kezelést kovetden pozitivabba valt. A zéta potencial
koncentraciofiiggést mutatott mindharom molekulatomegli kitozan esetében. A legnagyobb
zéta-potencial valtozast a 0,1%-os kitozan kezeléssel kaptuk (LMW: -4,10 mV, MMW: -3,52
mV, HMW: -2.96 mV). A kiilonb6z6 molekulatdmegii kitozdnnal kapott eredményeket

Osszehasonlitva a zéta potencial értékekben nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget.

B 0.001% kitozan

Il 0.01% kitozan

B 0.1% kitozan

B Lactebacillus plantarum

Zéta potencial (mV)

L LMW MMW HMW

21. abra Zéta potencial valtozas meghatarozasa kiilonb6z6 molekulatomegii kitozanok hatasara.
A vizsgalatot triplikdtumban végeztiik. Az adatokat atlag + SD -ként mutatjuk be; *** p <0,001 és **
p <0,01.
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4.11. A kitozan-sejtmembran kolcsonhatas vizsgalata konfokalis mikroszkoppal

A Lactobacillus sejteket az el6z0 vizsgalatokban hasznalt kitozdn koncentracidval
A kitozan FITC-el jelolt volt a detektalas érdekében. A legalacsonyabb kitozédn 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 (22. abra). A legalacsonyabb koncentracional nemcsak
membran aggregaciot figyeltiink meg, hanem a sejtek megvaltozott alakja is sejtkarosodasra
utal. A kitozan nagyobb koncentracidoban (0,01-1%) egyenletesen oszlik el a bakterialis sejtfal

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

crer
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zold + piros csatorna  zold csatorna piros csatorna

0.001% LMW*

b

0.01% LMW*

0.1% LMW*

d

1% LMW*

22. abra Az L. plantarum konfokalis mikroszkopos képei 0,001% (a), 0,01% (b), 0,1% (c) és 1% (d)
FITC jeloléssel ellatott LMW kitozan (LMW*) kezelés utan.
A masodik oszlopon az LMW* zold szinii, a harmadik oszlopon az FM® 4-64 festék piros szind, és az
els6 oszlopban az egyesitett csatornakon mutatjuk a felvételeket. A fehér nyilak membran

aggregaciokat mutatnak.
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5. Megbeszélés

Kutatasunk ¢és készitményfejlesztésiink célja az volt, hogy megfeleld stabilitasa,
takarméanyozasban hasznalt készitményt tartalmaz6 probiotikumot éllitsunk eld. A probiotikus
készitményt premix komponensként haszndlva altaldban 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 tanszéki infrastrukturalis lehetdségeket figyelembe
véve — a vibracios electrospray technologia, melynek koriilményei a probiotikus torzsek
kapszulazésa szempontjabol a legkiméletesebbek. A Buchi 395-Pro késziilék gyartéi 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
els6 Iépésben a probiotikus mintadk hdterhelését vizsgaltuk. A kisérleti koriilmények
megvalasztasadt a szakirodalomban kordbban hasznalt paraméterek és a valos extrudalési
paraméterek alapjan valasztottuk ki [34]. Ugyanazt a tendenciat kaptuk mindhédrom probiotikus
torzs vizsgalataban, a bevonat nélkiili €s bevont mikrokapszuldk esetében az egyes hoéterheléses
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
valtozasa ¢€s a kitozdn bevonat kozott, mivel az E. faeciumot tartalmaz6é mikrokapszulak
esetében a kitozan bevonat ndvelte a termotoleranciat a bevonat nélkiili mikrokapszuldkhoz
képest. A masik két torzs (Lactobacillus €s Bifidobacterium), kitozdn bevonas nélkiil jobb
hoallosagot mutatott, a kitozannal vald bevonas utdn azonban életképességiik szignifikansan
csokkent. Hasonlé eredményt publikaltak Surono 1. ¢s munkatarsai, gasztrointesztinalis traktus
fels6 szakaszanak in vitro modelljében. Megfigyelésiink szerint az E. faecium és a L. plantarum

eltérd ¢Eletképességet mutattak abban a vizsgalatban, melyet a szabad, planktonikus
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baktériumok ¢és az alginattal késziilt probiotikus mikrokapszulakkal végeztek a gyomor ¢és a
vékonybél in vitro modelljikben. Az E. faecium talélési szazaléka nem javult a
mikrokapszulazast kdvetden, mig a L. plantarum talélése 18,5%-1d1 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 [73].

2. A kioldodasi vizsgalatok tervezése és uj vizsgalati csoportok kialakitasa

A kitozéan bevonattal kapott, nem vart eredmények a fejlesztési folyamatban egy 01j iranyt
inditottak. A L. plantarum és a B. bifidum hasonl6 érzékenységi tendenciat mutatott a hdhatas
utan; ezért a tovabbi kisérleteket a L. plantarumra Osszpontositva végeztiink. A kitozan
bevonattal kapcsolatos életképességet mar csak a L. plantarum tartalmii mikrokapszulak
esetében vizsgaltuk, hogy meggy6zddjiink ¢s feltarjuk a kitozdn bevonas okozta életképesség
csokkenést. A probiotikumok életképességét az alkalmazas soran a gyomorban uralkodoé savas
kornyezet, a vékonybél felsd 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 életképesség-csokkentd hatasaval is szamolnunk kell.
A kovetkez6 kioldddasi vizsgalatokban errdl kivantunk meggy6zddni.

A mikrokapszulak egyik csoportjat bélben o0ld6do polimerrel, Eudragit L100-55-tel
vontuk be, hogy megvizsgaljuk a kiilonb6zé oldhatdsdgu bevonatok hatasat a L. plantarum
¢letképességére. Az Eudragit L100-55 bevonat lebomlasa pH-fiiggd, pH 5,5 felett oldodik [74,
75]. Ezzel az enteroszolvens bevonattal elkeriilhetd volt a baktériumok felszabadulasa savas
kozegben [76]. Mesterséges gyomornedvként altalaban 1-2 pH-ju sésavoldatot szoktak
hasznalni a kioldodasi vizsgdlatok soran, néha ezt natrium-kloriddal egészitik ki. Mivel
vizsgalatainkkal a bevonatként haszndlt anyagok ¢életképességet befolyasold aktivitasat
kivantuk felmérni a fizioldgids koriilmények szimuldlasa mellett, ezért a Ph.Hg.VIII.-ban
javasolt 2,0 pH-ju so6sav oldat helyett fiziologias PBS-t valasztottunk kiold6 kozegként. A PBS
pH-jat a vizsgélat kezdetén 2,0 pH-ra, majd 60 perc eltelte utdn 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
Osszefliggo volt. Az elemanalizis eredményei is megerdsitették, hogy a pozitiv toltésii kitozadn

a negativ toltésti alginattal komplexet képez a kitozannal bevont mintdk feliiletén, ami
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kompenzalta a feliileti egyenetlenségeket. Az Eudragit L100-55 bevonatban a metakrilat
polimer teljesen bevonta a mikrokapszula feliiletét, ami 10%-os tomegndvekedést is
eredményezett.

4. A kioldodasi vizsgalatok és a felszabadulasi profil értékelése

A bevonatok hatékonysdganak ellendrzésére a mikrokapszuldkat harom csoportra:
bevonat nélkiili alginat (A), kitozdnnal bevont alginat (K) és Eudragit L100-55 bevonati (E)
mikrokapszulakra osztottuk és zselatin kapszulakba toltottiik. A zselatin kapszuldk egyik felét
szintén bevontuk Eudragit L100-55-tel, mig a tobbit bevonat nélkiil vizsgaltuk. A bevonat
nélkiili és Eudragit L100-55 bevonata zselatin kapszulak pH 7,4-es kioldasa ismét meglepd
eredményeket mutatott a kitozdnnal bevont mikrokapszuldk csoportjaiban. A zselatin kapszula
bevonatatdl fiiggetleniil a kitozan bevonati mikrokapszulakbdl nem oldédott ki kelld szamu,
¢letképes baktérium, mely telepet képezett volna a taptalajra torténd leoltast kovetden.

Az eredmény feltarasa érdekében egy 0jabb kioldddasi vizsgalatot végeztiink, amelyben
aramlasi citometridval vizsgéaltuk a L. plantarum mikrokapszuldkbol valé felszabaduldsat és a
felszabaduld baktériumok életképességét. Az éaramlési citometria alkalmas modszer a
baktériumszam meghatarozasara €s az ¢letképes-holt sejtek ardnyanak megallapitasara [77, 78].
A SYTOX Green pedig széles korben alkalmazott fluoreszcens festék az ¢€16/holt sejtek
ardnyanak aramlasi citometrids vizsgalatara [24, 27]. A sejtfelszabadulési vizsgalatban az
iddintervallumonként mikrokapszuldkbol felszabaduld Lactobacillusok szamat vizsgaltuk.
Kisérleteinkben a kitozannal bevont mikrokapszulakrol a bevonat pH 2,0-s kdzegben
feloldodott, majd ezt kovetden a kozeg pH-jat 7,4-re emeltiik, ami gélréteg kialakulésat okozta
a mikrokapszulak feliiletén. Emiatt a kitozannal bevont mikrokapszulakban a baktériumok
kioldokdzegbe torténd diffuzidja az utolsd mintavételi idépontig gatolt volt, azt kdvetden a gél-
gat megbomlott, amely a Lactobacillus szam hirtelen novekedését 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 [79]. Igy ezek a segédanyagok
felgyorsithatjdk az alginat szétesését és oldhatdsagat, ami a Lactobacillus-ok fokozott
felszabadulasat eredményezhette.

Az éramlasi citometrias vizsgalatokban kapott alacsony ¢€l6/holt sejtek aranya
megerdsitette a CFU-meghatarozas tulélési eredményeit a kitozannal bevont mintdkban.
Lactobacillus tartalmu mintdk dramlasi citometrids és CFU meghatdrozasi eredményei hasonld
korrelaciot mutattak mas kutatok szerint is, tehat a két modszer jol kiegésziti egymast [78, 80].

Mindezeket az eredményeket Osszevetettilk a publikalt adatokkal, ahol a kitozdn bevonatu
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mintak esetében nem irtak le hasonlo tapasztalatokat, sot a Lactobacillusok jobb ¢€letképességet
mutattak a kitozan bevonati mintakban.

5. A kitozan koncentracio és a MIC érték meghatarozasa

A kioldodési eredmények mellett érdemes Osszehasonlitani a kioldodasi vizsgélatok
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 €s
soran [34, 81]. A szimulalt gyomornedvben és bélnedvben végzett kioldodasi és felszabadulasi
tesztek, valamint az alkalmazott mikrokapszula/kdzeg arany 10-20-100 mg/ml volt [66, 82-85].
A kitozan antibakteridlis hatdsa miatt fontos tényezé a mikrokapszula koncentracidja az
oldokozegben. A kitozannal bevont probiotikus mikrokapszuldkat szdmos tanulmany
jellemezte, példaul a rétegvastagsagot, az alginat-kitozan-alginat szerkezet kialakulasat és a
a kioldokozegben még nem vizsgaltak és nem hasonlitottak Gssze a kitozan MIC-értékével
(minimalis gatlé koncentracid) a kapszuldzott probiotikus torzsre nézve, igy els6ként végeztiink
ilyen jellegli 6sszehasonlitd vizsgalatot.

Egyes 0Osszefoglald jellegli publikaciok a kitozdn MIC értékek vizsgélataival
foglalkoznak [86, 87], de a Lactobacillus torzsekre megfigyelt MIC-értékek érthetden alul
vizsgaltak., tobbnyire patogén mikroorganizmusokra vonatkozd adatokat kozolnek. Az
egyetlen publikacio, amely a Lactobacillus torzsekkel kapcsolatos kutatasokat is publikal [88],
a MIC ¢értékeket harom torzsre adta meg, a kiillonbdz0 molekulatomegli kitozdnokra
vonatkozdan. 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
tanulmanyban a kitozan molekulatomegének és pH-janak MIC-re gyakorolt hatasat vizsgaltak.
Ezeket a MIC értékeket a 28-224 kDa tomegi kitozanra adtak meg, de a kitozan acetilaltsagi
fokat nem vették figyelembe, ami szintén hatassal van a MIC értékre.
meg. A mikrokapszula és az oldddasi kozeg aranya ugyanakkora volt, mint az aramlasi
citometrias kisérletekben. A mikrokapszulardl felszabaduld kitozan szamitdsaink szerint
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 koncentracidja meghaladja a L. plantarum
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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 mikrodiltciés kisérletekben a MIC értékekre mindhdrom
kitozéan 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 S. aureus-on és E. coli-n [76]. Ezekben az id6-61ési vizsgalatokban a
baktériumokat a MIC érték tobbszorosével kezelték, ami egyértelmilen mutatja, hogy a MIC
feletti koncentracio6 a baktériumok pusztuldsat eredményezte.

7. A bakterialis sejtfal kitozannal kialakulé kélcsonhatasanak igazolasa

A bakteridlis sejtfal kolcsonhatasa bizonyos anyagokkal citoplazmatikus anyagok
felszabadulasdhoz vezethet. Ezek a kolcsonhatdsok csokkentik a membran integritasat,
melynek sordn eldszor a citoplazmaban nagyobb koncentracioban talalhatdé kalium- és
foszfationok szabadulnak fel, majd nagyobb molekulak aminosavak, peptidek €s nukleinsavak
is kijutnak a sejtbdl. A kitozan membranpermeabilitasra gyakorolt hatasat kiilonbozé Gram-
negativ baktériumokban (P. aeruginosa és E. coli) is vizsgaltdk [89]. 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 idogérbe maximuma 40 perc utan van

0,1% 50 kDa és 5000 kDa kitozan hatdsara, majd 100 perc utan csdkkend tendenciat mutat. Liu
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¢s munkatarsai vizsgaltdk a sejtmembranok kitozan altal okozott kdrosodasat a S. aureus-ban,
amely egy Gram-pozitiv korokozd baktérium, ¢és megallapitotta, hogy a folyamat
koncentraciofiiggé. TEM-mikroszkoppal igazoltdk, ha a S. aureus-t 0,5%-os kitozannal
kezelték, az 0szt6do sejtek membranja sériilt €s a sejttartalom elvesztése kovetkezett be [90].
Sajat eredményeink is hasonld tendenciat mutatnak, a L. plantarum kitozannal valé kezelése
utan, mivel a 0,1%-o0s kitozan oldat gérbéi maximumot mutatnak. Vizsgalatokat végeztiink
0,01%-o0s ¢és 0,001%-o0s kitozan oldattal is, mely esetben eltérd tendenciat tapasztaltunk. A
0,001%-o0s kitozan oldat hasznélatakor alacsony abszorbancidt mértiink, mig a kozepes
koncentracioban (0,01%) a kontrollhoz hasonlot, de ezeken a goérbéken nem figyelhetd meg
olyan egyértelmli nukleinsav felszabadulds, mint a legmagasabb koncentracioban tapasztalt
esetben. Ez arra utal, hogy a baktérium sejtfala csak a 0,1%-os kezelésre valik permeabilissa,
ami a fenti id6-61ési eredmények alapjan valdsziniileg a baktericid hatasra vezethetd vissza. Az
felszabadulast, ami a 0,01%-0s kezeléseknél bakteriosztatikus kolcsOnhatasra utal.
Vizsgalataink sordn nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a nukleinsav-
felszabadulasban a kiilonb6zé molekulatomegii kitozan termékek kozott; azonban a
kozepesmolekulatomegil kitozdn gérbéjén a maximum megnyult, a nukleinsav felszabadulas
alacsonyabb a kis- és nagymolekulatomegii kitozanhoz képest. Ennek valosziniileg az az oka,
hogy a kozepes molekulatomegii kitozdn a kis- €s nagymolekulatomegli kitozan fizikai
keveréke, amely kozepes viszkozitasu terméket ad. A kozepes molekulatomegli kitozan
esetében altaldban nagyobb szorast tapasztaltunk az eredményekben, ami feltehetéen a fenti
okbol 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 tiiztiik ki, hogy alaposabban tajékozodjunk a kdlcsonhatas és a gatlas
mechanizmusarél. A kitozan polikationos természete miatt varhatd, hogy a negativ toltési
baktérium sejtfal kolcsonhatasba 1ép a kitozannal [91]. A Gram-pozitiv baktériumok sejtfalanak
6 Osszetevoje a peptidoglikanok, amelyekhez kovalensen kotddnek a sejtfalban lokalizal6do
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 stirliségli negativ toltést biztosithatnak a sejtfalban [92, 93]. A zéta-potencial
mérésével megvizsgaltuk, hogy ez a kolcsonhatdas milyen mértékben befolydsolja a

baktériumsejtfal felszinének toltését. A kisérletekben a baktériumszuszpenzidkat €s a kitozan
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oldatokat homogenizaltuk. Az inkubaciot kovetden a folyékony téptalajt centrifugalassal
eltavolitottuk a mintakbol, a sejtszuszpenziot fiziologids sooldattal mostuk, majd megmértiik a
zéta potencialt. A zéta-potencial eredmények alapjan megéllapithato, hogy a kitozan a mintadk
novekedésével egyre pozitivabb lett. Ez arra utal, hogy minél nagyobb a kitozan koncentracidja,
annal jobban befedi a baktériumok felszinét. Nagyobb koncentracidoban a polimer lancok
Osszefonddasa miatt a kitozén itt ugy viselkedik, mintha nagy molekulatdmegii, hosszl lanc
lenne. Nagy mérete miatt nem tud belépni a sejtbe, de extracellularisan kélcsonhatasba 1ép vele.

Valo6sziniileg ez a hosszan tartd kdlcsonhatas lehetové teszi a baktériumsejt membranjanak
megnyilasat ¢és permeabilitdsanak novekedését [94, 95]. A kolcsonhatast konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk a membran fluoreszcens jelolésével ¢és FITC-el jelolt,
kismolekulatdmegii kitozannal. Az FM®4-64-et membranfestékként hasznaltuk, amelyet
endoszomak jeldlésére is hasznalnak [96]. Alacsonyabb koncentracioban (0,001%) a kitozan
nem egyenletesen oszlik el a baktériumsejt felszinén, amit a FITC-kitozan zold foltjai jeleznek.
Ezenkiviil hasonl6 aggregatumokat figyeltiink meg a bakteridlis membranban (piros szinii),
amelyek atfedésben vannak a FITC-kitozan aggregatumokkal. Alacsony kitozan
koncentracioban a helyenként megvastagodott membranstruktara is utalhat a bakterialis sejtbe
jutd kitozdn hatasara bekovetkezd internalizaciora [94, 95]. A kitozan 0,001%-0s
koncentracional azonban valésziniileg nem okoz baktericid vagy bakteriosztatikus hatdst sem,
mivel a MIC-nél alacsonyabb koncentracional nem tapasztaltunk szignifikans csokkenést a
CFU értekekben. Ennek ellenére a kis molekulatomegli kitozdn mintakban a CFU enyhén

alacsonyabb a vizsgalat elején, ami bizonyos gatld hatdsra utalhat.
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6. Osszefoglalas

A probiotikus baktériumok mikrokapszulazasa szamos eldonnyel jar. Javithatja az

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

helyen ¢s 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 — tdrzseken.

A munkam soran az alabbi megallapitasokat tettem:

1.

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

A kitozén bevonattal ellatott Lactobacillus plantarum tartalmu mikrokapszulak mesterséges
gyomor-, ¢és bélnedvben torténd kioldasa soran jelentds ¢életképesség csokkenést
allapitottam meg.

Els6ként hatdroztam meg a mikrokapszula felszinérél leoldodo kitozan bevonat
mennyiségét FITC-el jelolt szarmazék segitségével. Megallapitottam, hogy a kitozan
koncentracioja a kioldokozegben a L. plantarum MIC értékéhez viszonyitva legalabb
0tszOoros.

Igazoltam, hogy a kitozan életképesség-csokkentd hatdsa koncentraciofiiggést mutat a L.
plantarum esetében. Az altalam felhasznalt kiilonb6zé molekulatomegii kitozén
szarmazekok ¢€letképesség-csokkentd hatasa kozott azonban szignifikéns kiilonbséget nem
allapitottam meg.

Igazoltam, hogy a kitozdn a L. plantarum sejtek membranjaval létesit irreverzibilis
kapcsolatot, mely kolcsonhatds a kitozan polikationos jellegébdl adodik. A kitozan
¢letképesseég-csokkentd hatasa 0,1% koncentracidban a membranintegritas csokkentésével
fligg Ossze. Elsoként igazoltam a konfokalis mikroszkopos felvételekkel a kitozan L.
plantarum sejtfaldhoz torténd adszorpciojat.

Eredményeim alapjan ezért javaslom a probiotikus készitmények preformulacios vizsgalata

alatt a felhasznalt segédanyagok MIC értékének meghatarozasat €s a kioldodés soran kialakulo

segédanyag koncentracid meghatarozasat, hogy kovetkeztetéseket tudjunk levonni a

készitmény varhato hatékonysagarol és stabilitasarol.
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7. Conclusion

Microencapsulation of probiotic bacteria has many advantages. It can improve viability,

facilitate storage and administration, and can be released in the gastrointestinal system at the

right place and time in a targeted manner. However, during examination and formulation, some

factors must be considered, as they can significantly influence the test results and the

effectiveness of the preparation.

In my doctoral work, I investigated the viability-reducing effect of chitosan applied as a

microcapsule coating agent on probiotic strains, mainly Lactobacillus plantarum. Based on my

work, I made the following conclusions:

1.

The chitosan coating dissolved from the surface of the microcapsule and reduced the
viability of Bifidobacterium bifidum and Lactobacillus plantarum. Due to this viability-
reducing effect, the assessment of the thermoprotective role of chitosan for these two
strains is not established. In the case of Enterococcus faecium, 1 verified the
thermostabilizing effect of chitosan.

During the dissolution of microcapsules, containing L. plantarum coated with chitosan,
in artificial gastric and intestinal juice, I experienced a significant decrease in viability.
I determined the amount of chitosan coating released from the surface of the
microcapsule using a FITC-labeled chitosan for the first time. I found that the
concentration of chitosan in the release medium is at least five times higher than the
MIC value of L. plantarum.

I verified that the viability-reducing effect of chitosan on L. plantarum is concentration-
dependent. However, I found no significant differences among the viability-reducing
effect of the chitosan derivatives with different molecular weights that I used.

I proved that chitosan establishes an irreversible connection with the membrane of L.
plantarum cells, which interaction results from the polycationic nature of chitosan. The
viability-reducing effect of chitosan at a concentration of 0.1% is related to the reduction
of membrane integrity. I confirmed the adsorption of chitosan to the cell wall of L.

plantarum for the first time with confocal microscopy.

Based on my results, I recommend that the determination of the concentration and MIC

values of the excipients used in the preformulation tests of the probiotic preparations is

necessary. Therefore, we can predict the expected effectiveness and stability of the preparation.
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9. Abrajegyzék

1. abra Porlasztva szaritas sematikus abraja [24]

2. abra Koaxialis elektro spray rendszer sematikus abraja [24]
3. abra Fluidizacios eljarasok sematikus abraja [24]

4. abra Extrudalas sematikus abraja [25]

5. abra Buci 395-Pro sematikus abraja [29]

s

mechanizmusai a molekulatomeg kiilonbségek szerint [52].

7. abra A kitozan gélképzé mechanizmusai; ionos térhalositds (A), kovalens térhalositds (B),
polielektrolit komplexképzés (C), dnrendezddés (D) [59]

8. abra Manualis kapszulatoltés [70]

9. abra A kiilonboz6 bevonatokkal formulalt vizsgalati csoportjaink

10. abra A hoterhelés vizsgalata kiilonb6z0 koriilmények kozott az egyes probiotikus mikrokapszulakon.
11. abra A tarolasi id6 hatasa a L. plantarum életképességére.

12. abra A bevont és bevonatmentes mikrokapszulak jellemzése.

13. abra Az elemi spektroszkopia eredményei.

14. dbra Mikrokapszulédval toltott, bevonat nélkiili (a) és Eudragit L100-55 bevonatt zselatin kapszula
(b). Zselatin kapszulak kioldodasi eredménye (c).

15. dbra Mikrokapszula kioldasa 2,0 pH PBS kozegben (a) és 7,4 pH PBS kozegben (b).

16. abra A nem bevont alginat (a), kitozannal bevont (b) és Eudragit-bevont (c) mikrokapszulakbol
kioldott L. plantarum sejtek életképességének vizsgalata dramlési citométeren.

17. abra L. plantarum felszabadulasa a mikrokapszulakbdl (a), és a felszabadult baktériumok (b)
¢letképessége az ido fiiggvényében.

18. abra Az id6-0lés gorbe a kis (a), a kdzepes(b) a nagy molekulatdmegii kitozanra (c) és az Eudragit
L100-55(d) bevonat anyagaira.

19. dbra Az id6-61ési vizsgalat eredményei aramlasi citrometrids meghatarozassal.
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20. abra Membranintegritas vizsgéalata 260nm-en mért abszorbancia valtozassal. A vizsgalatot
triplikdtumban végeztiik, n=3

21. 4bra Zéta potencial valtozas meghatarozasa kiilonb6zé molekulatomegi kitozanok hatéasara.

22. ébra Az L. plantarum konfokalis mikroszkopos képei 0,001% (a), 0,01% (b), 0,1% (c) és 1% (d)
FITC jeloléssel ellatott LMW kitozan (LMW¥*) kezelés utan.

Tablazatok

1. Tablazat Az allatok takarmanyozasaban leggyakrabban alkalmazott probiotikus torzsek[4]

2. Tablazat A mikrokapszulazasra kivalasztott probiotikus térzsek nemzettségeinek bemutatasa a fobb
jellemzoik alapjan

3. tablazat A probiotikus mikroorganizmusok mikrokapszulazasanak modszerei

4. Tablazat A kitozan alkalmazasa a probiotikus torzsek mikrokapszulazasa soran

78



10. Targyszavak

kitozan, Lactobacillus, mikrokapszuldzas, probiotikum, antimikrobialis hatas

11.Keywords

chitosan, Lactobacillus, microencapsulation, probiotic, antimicrobial effect
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12.K06szonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom Dr. Varadi Judit témavezetdmnek, hogy még hallgatoként, a
TDK keretein beliil kisérletes kutatomunkara adott lehetdséget a Gydgyszertechnologiai
tanszéken. Irdnymutatasaval elkészithettem szakdolgozatomat, majd folytathattam a munkat
PhD hallgatoként. Koszondm, hogy barmikor szamithattam Otleteire, tanicsaira ¢és
szaktudasara. Koszonom a kezdetektdl valo tamogatasat, az €pitd szakmai kritikékat és azt a
barati munkakapcsolatot, ami jellemezte k6z6s munkénkat.

Koszonetet kell mondanom Prof. Dr. Bacskay Ildikonak és Prof. Dr. Vecsernyés
Miklosnak, hogy lehetdséget biztositottak a Gyodgyszertechnoldgiai Tanszéken a kisérleti
tudomanyos munka végzésére ¢s hogy késobbiekben a PhD doktori kutatdsaimhoz az anyagi
hétteret biztositottak.

Koszonettel tartozok a Petz Aladar Egyetemi Oktaté Korhaz vezetésének, illetve a
Gyogyszerészeti Osztaly vezetdjének, Hutyanné Dr. Somogyi Aranka Fogyogyszerész
Asszonynak, hogy engedélyezték a PhD képzésbe valo belépésemet.

Halas vagyok Dr. Remenyik Judit a Debreceni Egyetem Mezdgazdasag-,
Elelmiszertudoményi és Kornyezetgazdalkodasi Kar tudoményos fomunkatarsanak és a kar
vezetésének, hogy a TDK munkdm alapgondolatat adtak és anyagi tdmogatast adtak. Kiilon
koszondm Tanarnd tutori tdmogatasat is a PhD munkam soran.

Koszonom a segitséget a Gyogyszertechnologiai Tanszékrdl Dr. Haimhoffer Adamak és
Dr. Gal Bernadettek a fluidizacios eljaras kidolgozasaért és kivitelezéséért, Dr. Vasvari
Gabornak a zselatin kapszuldk bevondsaban és toltésében nyujtott segitségéért. Dr. Budai
Istvannak, a Debreceni Egyetem Miiszaki Karan késziilt SEM felvételekért, Dr. Bakai Bereczki
Ilonénak 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 Sejtbiologiai Intézetében késziilt konfokalis mikroszkdpos
felvételek.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani Dr. Kovacs Renatonak, valamint Kovacs Fruzsina és
Balla Noémi PhD hallgatoknak, a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi
Mikrobiologiai Intézetében végzett segitdé munkajukért, a baktériumok tenyésztésért, az
¢letképességi vizsgalatokért, a CFU meghatarozasokért, a MIC érték meghatdrozasaért €s az
ezzel jar6 szamtalan leoltasért.

Ko6szonom tovabba a segitséget Dr. Fenyvesi Ferencnek, a Gydgyszertechnologiai Tanszék

munkatarsanak az aramlasi citometrids mérések elvégzéséért, valamint kdszonettel tartozom
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még a sok szakmai iranymutatasért, amit kaptam tdle.

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

Végiil, de nem utols6 sorban, kifejezhetetlen halaval tartozok a Csalddomnak a
tamogatasukért és azért, hogy megteremtették azt a kiegyensulyozott, nyugodt hatteret, ami

lehetévé tette, hogy eddig eljussak.
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