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1 Bevezetés

Az elmult évszazadban a biotechnoldgia egyre nagyobb teret hoditott, igy a
gyogyszeriparban is rohamosan nétt a piacra keriilt, biotechnoldgiai eredetli hatéanyagot
tartalmazo gyogyszerkészitmények jelenléte. A biotechnologia jelenlegi és varhatéan tovabb

er6s0do térnyerése a gyogyszer- formulalast is uj kihivasok elé allitja.

Munkam soran a biotechnologiai eredetli hatéanyagok csoportjan beliil a probiotikumok
szilard formulalasanak lehetéségeit vizsgaltam. Célom, olyan 0j, kiméletes technologiak
fejlesztése és vizsgalata volt, amelyek alkalmasak lehetnek az iparban leggyakrabban
alkalmazott, azonban rendkiviil id6- és energiaigényes fagyasztva szaritas kivaltasara. A

kisérletekhez hasznalt biohatéanyag a Lactobacillus acidophilus, probiotikus baktérium volt.

Az altalam vizsgalt egyik technologia az iparban széles korben alkalmazott tabletta
bevonasi médszer a filmbevonas volt, melynek segitségével egy 1épésben hozhatnank 1étre €16
baktérium tartalmu tablettakat anélkiil, hogy a tablettazas soran felmeriilo jelentds csiraszam
csokkenést szenvednének, igy elkeriilhetd a tablettazas soran felmeriild6 mechanikai és ho

stressz okozta csiraszam csokkenés.

A masik alkalmazott modszer az elektrosztatikus nanoszalképzés volt, amely a
gyogyszeriparban még nem alkalmazott modszer, azonban mas iparagakban (pl.: textilipar)
mar a termékgyartas teriiletén is alkalmazott nanotechnologiai eljaras. Az elektrosztatikus
szalképzés rendkiviil kiméletes szaritast tud biztositani, emellett folyamatos tizemii gyartas is
megvalosithatd vele, és energiaigénye is nagyon alacsony. A technologia méretndvelése is

megoldott, igy a folyamatos lizemi gyartas ipari megvaldsithatosaganak lehetdségei adottak.



2 Szakirodalmi attekintés
2.1 Biohatéanyagok

A biohatdanyag kifejezés egy sokszinii hatdéanyagcsoportot takar, amely magaban foglalja

a fehérjéket, peptideket, nukleinsavakat, egész sejteket, viralis részecskéket, vakcinakat [1].

A biotechnologia gyors fejlodésével a biohatéanyagok alkalmazasa egyre nagyobb
szerepet kapott. Ezen hatéanyagok alkalmazdsa dramai modon megndvekedett az elmult
idOdszakban, becslések szerint 2010-ben mar az (jjonnan elfogadott gydgyszerhatdanyagok fele
biotechnologiai eredetli volt [2]. Ezt az is jol mutatja, hogy mig 2000-ben 28 fehérje alapu

készitmény volt a piacon, azonban napjainkra mar ez a szam meghaladja a kétszazat [3].

A latvanyos novekedés a biotechnoldgia fejlddésén kiviil a biohatdanyagok kedvezd

terapias tulajdonsagaival magyarazhato.

A specifikus hatds és az ebbdl szarmazd alacsonyabb dozis egyiittes hatdsa kevesebb
mellékhatast eredményez a paciens szdmara, valamint az eddig nehezen vagy egyaltalan nem

kezelhetd betegségekre megoldast jelentenek az tjonnan megjelend biohatéanyagok.

A biohatdéanyagok csoportjan beliil nagy jelentdséggel birnak a probiotikumok, melyek a
WHO definicidja szerint olyan €16 mikroorganizmusok, amelyek megfeleld alkalmazasa
jotékony hatast gyakorol a gazdaszervezetre [4]. Alkalmazasuk rendkiviil széleskori, segiti a
gasztrointesztinalis traktus, illetve az immunrendszer egészségének megOrzését. A probiotikus
mikroorganizmusok csokkentik a hasmenéses megbetegedések gyakorisdgat. Szamos
tanulmany mutatja, hogy ezen mikrobiotdk mas gyakori gyomor-, bélrendszeri megbetegedés
megelozésére ¢€s kezelésére is alkalmasak, beleértve a Helicobacter pylori fertézést, vagy

gyulladasos bélbetegségeket, mint a Crohn- szindroma [5].

A bélben ¢l6 mikroorganizmusok néhdny tagja képes a fellépd karcinogenezis
enzimtermelésének befolydsolasara is. llyen enzimek példaul gliikoziddz, azoreduktaz,
nitroreduktaz, B-glilkuronidaz, melyek a rakkeltd anyagok aktivalasat végzik [5-6]. Human
vizsgalatok bizonyitjak, hogy a Lactobacillus acidophilus, illetve a Lactobacillus casei

jelent6sen csokkenti az emlitett enzimek koncentraciojat a bélrendszerben [6].

In-vivo és in-vitro vizsgalatok eredményei utalnak arra, hogy a Lactobacillus acidophilus
baktériumok képesek az immunvélasz befolyasoldsara, a pontos mechanizmus azonban

egyeldre ismeretlen [7].



Tanulmanyok bizonyitjak, hogy a probiotikus baktériumok képesek modositani az egyes
immunparamétereket, beleértve a humoralis, sejtes, illetve nem- specifikus immunitast [8-10].
Allandé alkalmazésa hatdsosan kezeli a hagyuti fertézéseket, az allergiat. A rakos
megbetegedések elleni pozitiv hatasa is ismert [11]. Mindemellett fontos szerepiikk van a
hiivelyi traktus betegségeinek gyogyitdsaban is. Helyi alkalmazasa a probiotikus
Lactobacillus fajoknak csokkenti a hugyuti fert6zések, bakterialis vaginosis és a Candida

fert6z¢és kialakulasanak valoszintiségét [11-12].

Szamos elényos tulajdonsaguknak kdszonhetden napjainkban a probiotikumokat szamos
formaban alkalmazzak. Gyakran vannak jelen élelmiszereinkben, joghurtban, fermentalt
tejben, fagylaltban, sajtokban, tapszereckben, emellett patikakban kapszula és tabletta
formajaban is beszerezhetok.

Formulédlasukat és alkalmazasukat azonban nagyban megneheziti, hogy stabilitdsuk nem

mindig megfeleld, igen érzékenyek a fizikai és kémiai paraméterek valtozasaira.

2.2 Lactobacillus acidophilus

A Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus torzs egyik tagja, spératlan Gram pozitiv,
palcika alaku baktérium. Fontos részét képezi az emberi bakterialis floranak. Megtalalhato a
szajban, gyomor-, bélrendszeri traktusban illetve a ndi hiivelyi traktusban [13-15]. A
Lactobacillus fajok legnagyobb része anacrob fermentalé mikroorganizmus, melyek az
oxigént nem hasznositjak, de toleraljak jelenlétét. Ezek az organizmusok mind aerob, mind
anaerob korilmények kozott képesek a tapanyagokat hasznositani (aerob 1égzeés, erjesztés). Fo
anyagcsere termékiik a tejsav. A Lactobacillus fajokat, igy a Lactobacillus acidophilust is
védd mikroorganizmusként tartjadk szamon, tejsav és egyéb mas metabolitok (pl.: hidrogén-

peroxid, bakteriocinok) termelésével gatoljak a patogén mikroorganizmusok elszaporodasat
[16].



1. abra: Lactobacillus acidophilus hiivelyi kenete

(forras: www.sciencephoto.com/media/294642/enlarge)

2.2.1 Bakterialis vaginosis

A Dbakteridlis vaginosis (BV) egy gyakori ndgyogyaszati megbetegedés, mely az
egeészséges hiivelyflora egyenstlyanak felborulasaval jar. Tiinetei kozt szerepel az allando
hiivelyi irritacio és kellemetlen szagu hiivelyvaladék [17].

Sok esetben a kismedence gyulladasaval jarhat egyiitt, ami fert6zés esetén négyogyaszati
miitéthez [18], terhes n6k esetén pedig korasziiléshez vezethet [19].

A bakterialis vaginosis noveli az immunhiany okozta virusfertézések kialakulasat [20-21].
A ndk 25%-a folyamatosan érintett, ¢s negyediiknél a tiinetek is jelentkeznek. Fontos
kozegészségiigyi problémanak tekinthetd, az USA-ban évente tobb mint 10 milli6 beteget
regisztralnak [22].

A betegség kezelése hagyomanyosan antibiotikumokkal, metronidazollal illetve
clindamycinnel tortént, ami gyakran csak tiineti kezelést biztositott, a kezelés végeztével a
betegség kinjult [23]. A vizsgalatok azt mutatjak, hogy a helyi kezelések (metronidazol gél,
clindamycin krém) csak 36%, illetve 55%-ban voltak hatasosak, mig az oralis készitmények
esetén ez az arany 66%, illetve 85%, de ebben az esetben is a paciensek 30%-anal 3 honapon
beliil, 50%-nal pedig 6 honapon beliil kinjultak a tiinetek [24]. Amellett, hogy ezek a
készitmények nem nyujtanak hosszl tavi megoldast, a paciensek korében novekvo ellenérzés
tapasztalhatd az antibiotikumokkal szemben, ezen kiviil egyre gyorsabban nd az antibiotikum
rezisztens torzsek szama. Ezen okok miatt a BV kezelésére alternativ terapids lehetdségeket

fejlesztettek.



Egyértelmiivé valt, hogy a normal hiivelyi florahoz képest - mely féleg Lactobacillus
torzseket tartalmaz - egy vaginosissal fert6zott né hiivelyében kisebb szamban vannak jelen a
jotékony baktériumtorzsek, mig bizonyos patogén mikroorganizmusok, mint a Gardnerella
vaginalis és a Mycoplasma hominis elszaporodnak a hiivelyi traktusban.

A Lactobacillus torzsek képesek, megakadalyozni a patogén mikroorganizmusok
kolonizacidjat a hiivelyi flordban. Ez tobb uton is megvaldsulhat, ilyen példaul a specidlis
kotddeés az epithel sejtek felszinéhez kiszoritva ezzel a tobbi baktériumot, vagy az
antimikrobialis aktivitassal rendelkez0 anyagok termelése, mint a hidrogén-peroxid illetve
bizonyos szerves savak (tejsav) [25- 26]. A hidrogén-peroxid azaltal, hogy gatolja a katalazt
nem termelé mikroorganizmusok szaporodasat, nagy elonyt jelent a Lactobacillus fajok
szamara. Baktericid hatasat oxidans aktivitasanak koszonheti. A reaktiv szabadgyokok, mint
az OH-gyokok roncsoljak a cellularis DNS-t [26].

A hiivelyi pH 3,5- 4,5 kozott valtozik [27]. Az epitheliumban glikogén, mint szubsztrat
segitségével a Lactobacillus torzsek szerves savakat termelnek, igy 6rizve meg a hiivelyi 4,5
kozeli pH értéket. Ez tehat egy rendkiviil hatékony modszer a nyalkahartya védelmére [28].

Szamos klinikai vizsgalat igazolja, hogy a Lactobacillus acidophilus kézvetlen helyi

alkalmazasa jelentdsen noveli a hiivelyi Lactobacillus fajok szamat [29].

Helyreallitja normal hiivelyi florat, ezaltal hatékony terapids moédszernek bizonyul a
bakterialis vaginosis kezelésében. A baktériumok hiivelybeli elterjedését két tényezo
befolyasolja: a bevitel médja és a baktériumok adhézidja a hiivelyhdmhoz. A Lactobacillus
fajok koziil a Lactobacillus gasseri, Lactobacillus brevis, és a Lactobacillus acidophilus
hiivelyhamhoz val6 kotédése a legjobb, ezért ezeket a fajokat alkalmazzak a legelterjedtebben
[28].

2.2.2 Beviteli modok

A baktériumok bevitelére szamos formdban van lehetdség. Egyes publikdciok beszamolnak
ordlis beviteli mddrol, mely esetben azonban 1-2 honap sziikséges a hiively flora
helyreallitasahoz, mig helyi kezelés esetében ehhez néhany nap elegend6 [30-31].

Helyi hatasu készitmények szamos kiilonb6z6é formaban talalhatok a piacon, ezek lehetnek
krémek, gélek, kuipok, tamponok, betétek, tablettak, kapszuldk és spray-k. Ezek adagonként
107-10° db baktériumot tartalmaznak. Az IDF (International Dairy Federation) ajanlasa

alapjan a hatasos d6zis minimum 10 millié aktiv baktériumot jelent.



A nem szilard készitmények elénye, hogy a baktériumok mar a kezelés pillanatdban

nagyobb feliileten oszlanak el, ezzel eldsegitve a kezelés hatdsossagat.

Hatranyok kozott emlitik, hogy a baktériumok joval kevesebb ideig Orzik meg
aktivitasukat folyékony formuldban, mint szilardban, és hogy alkalmazasuk nem praktikus.
Egy lehetséges megoldas, hogy a baktériumot szilard formaban csomagolva a paciens
kozvetleniil az alkalmazas elétt oldja fol a vivoanyagban, igy elkeriilhetd a folyadék

halmazallapotbeli aktivitascsokkenés.

A leggyakrabban azonban a bakteridlis vaginitis probiotikus kezelését szilard
készitményekkel valositjadk meg. Ezen tablettak és kapszuldk konnyen alkalmazhatok, é€s
szamos tanulmany mutatja, hogy a kezelési iddtartam elteltével (4-8 hét) Iényegesen nagyobb

aranyban sziintette meg a paciensek panaszait, mint a hagyoményos antibiotikumos kezelések.

Egy szintén szilard formaja baktériumot tartalmazo készitmény a Lactobacillus torzseket
tartalmazo tigynevezett probiotikus tampon. Ennek eldnye, hogy a menstrudcios id6szakban is
(amikor mas formuldk alkalmazasa nem javasolt) alkalmazhatd, igy ebben a fertdzésveszélyes

idészakban is kezelhetd, megeldzhet a BV.

2.3 Baktériumok hosszu tavu stabilizalasa

A kiilonb6z6 baktériumtorzsek hossza tava eltarthatosagat régota szaritassal biztositjak.
Emellett az ¢élelmiszer- és a gyogyszeripar is elényben részesiti ezeket az eljarasokat, nagyobb

mennyiségli gyartas esetében.

A széleskori alkalmazds azonban nem jelenti azt, hogy Iétezne altalanos szaritasi

technologia, szamos kiilonb6z6 megvalositas 1étezik, az adott célnak megfeleloen.

Mivel a sejtek aktivitasa a szilard formaban nem csak a szaritasi technologiatol fiigg, a
hatékony formuldladshoz elengedhetetlen a szaritas eldtti és az azt kdvetd lépések ismerete

(2. abra).
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2. abra: Szilard formulalas lépései

Nagyobb mennyiség, illetve megfelelden tomény baktérium szuszpenzid fermentacios
eléallitasa alapvetden befolyasolja a késdbbi stabilitast. A baktériumok szaporoddsa négy, jol
elkiilonithetd fazisra oszthatd. A lag (vagy latens) fazisban csak kicsi a szambeli ndvekedés,
mivel a baktériumok vizet vesznek fel, és riboszomalis RNS-t, majd ezt kdvetéen enzimeket
szintetizalnak, az 0j feltételekhez alkalmazkodva. A fazis hossza attol fligg, hogy a vizsgalat
elétt a baktérium tenyésztéséhez milyen taptalajt hasznaltak, és a sejtek milyen fazisba

jutottak.

A lag fazis végére az adaptalodott sejtek szaporodasnak indulnak, a sejtszam
megtobbszordzodik, a ndvekedés exponencialissa valik. Ebben a fazisban becsiilhetjiik meg a

maximalis ndvekedési ratat.

Az id6 eldrehaladtaval a populacié novekszik, és belép a stacionarius fazisba, ahol a
sejtszam mar gyakorlatilag nem valtozik, a szaporodas leall (tipikusan valamelyik tdpanyag
elfogydsa vagy metabolitok feldiisuldsa miatt). A regresszios (vagy pusztuldsi) fazis akkor
kovetkezik be, amikor a baktériumok pusztuldsanak ratdja meghaladja a keletkezésiik ratajat,

szamuk exponencialis kinetika szerint csokken.
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Az, hogy a szaritas mely fazisban 1évé fermentumbol optimalis az egyes fajok esetében
kiilonbozik, azonban altalaban a stacionarius fazis a legmegfelelobb, mivel a tapanyagok
kimeriilésére a sejtek kiilonb6z6 védekezd mechanizmusokkal valaszolnak, igy kevésbé
lesznek érzékenyek a szaritasi folyamatra, valamint hosszabb ideig 6rzik meg aktivitasukat
[32].

A megfeleld fazis kivalasztasa mellett a baktériumok talélésére a tapleves Osszetétele is
jelentés hatassal van.

Stabilizalo segédanyagként alkalmaznak kiilonb6zé poliolokat, aminosavakat, illetve
egyéb aminoszarmazékokat (pl.: betain), melyeket a sejtek képesek nagy mennyiségben
tarolni. Szereplik, hogy a szaritds soran jelentkezd ozmotikus stresszt csokkentsék, segitsenek
ozmotikus egyensulyt [33]. Egyes baktériumok esetében vizsgaltak, hogy csokkentett pH-n
torténd fermentacidnak van-e hatasa a baktériumok tolerancidjara a szaritas és a rehidratacio
soran. Szamos tanulmany vizsgalja, hogy a kiilonb6z6 cukrok jelenléte a taplevesben milyen
mértékben teszi ellenallova a kiilonbozé baktériumokat a szaritas és a hosszu-tavi térolas
soran. Kimutathato, hogy a trehaloz és/vagy a szacharoz jelenléte a fermentacié soran (és nem
kozvetleniil a szaritast megel6zéen alkalmazva) nagymértékben javitja a baktériumok
taroképességét. Ennek oka, hogy a baktériumoknak igy van idejiik felhalmozni a cukrot a
citoplazmaban, ami képes stabilizalni a sejtmembrant a szaritas soran [34]. Ezek a cukrok
hidrogénkotésekkel stabilizaljak a fehérjéket, melyek igy képesek megérizni negyedleges
szerkezetiiket viz hidnyaban is [35].

Megallapithatd, hogy ennek hatasdra megvaltozik a sejtmembran zsirsav 0Osszetétele,
valamint a sejt savas kornyezetre kevésbé érzékeny proteineket termel, ami ellendllobba teszi
a baktériumot [36].

Mivel a fagyasztva szaritas széles korben elterjedt szaritasi technologia, a szakirodalom
kiemelten foglalkozik a fagyasztas denaturald hatasat enyhité segédanyagokkal, melyek
hasznosak lehetnek akkor is, ha mas technologiaval szaritott baktériumokat fagyasztva
taroljuk. Az gy nevezett krioprotektiv anyagokat két csoportra oszthatjuk. Az amorfizald
anyagok alkalmazasaval elkeriilhetd az éles kristalyok sejtfalkarosito hatdsa, mely a
leginkabb felelés a fagyasztas soran tapasztalhato halalozasnak [37]. A masik csoportba az
eutektikus sok tartoznak. A fagyaspont elérésekor jégkristalyok keletkeznek, a sok pedig
oldatban maradnak a sejtek koriil koncentraldodva, ami jelentds karosodast okozhat a

sejtmembranon. Az eutektikus sok alkalmazasaval ez a hatas elkeriilhet6 [38].

11



A szaritott kulturdk hosszu tava eltarthatdosaga széles korii felhasznalhatosagot jelent az
ipar szamdra. Szamos eldnnyel rendelkeznek a folyékony kulturdkkal szemben, mint a
konnyebb szallithatosag illetve a jobb mindség ellendrzés. A szilard formula létrehozasara
szamos modszer 1étezik. A leggyakrabban alkalmazott technologidk kozott emlithetjiik a
fagyasztva szaritast, a porlasztva szaritast illetve a fluid 4gyas szaritast.

A fagyasztva szaritds a mikrobioldgiai ipar leginkabb alkalmazott szaritasi modszere,
azonban a folyamat soran mégis sok sejt vesziti el életképességét.

A technologia soran maga a fagyasztas, kiillonosképpen a mélyfagyasztas rontja a sejtek
¢letképességét. Lasst fagyasztas soran olyan jégkristaly struktrak keletkeznek, amelyek a
szaritott termek aktivitasat jelentdsen leronthatjak. A képz6dd nagy kristalyok karositjak az
érzékeny sejtmembrant, amely a kiszaradas utdn mar nem javithat6, igy jelentdsen lecsokken
az életképes sejtek szama [39]. A liofilizalas legnagyobb hatranya azonban a gazdasagtalan
miitkodés. Rendkiviil i1d6- ¢és energiaigényes technologia, valamint a szinte végtelen
mennyiségli paraméter miatt nehezen tervezhetd, hossza és faradtsagos a termelés beinditasa.

Egy masik szaritasi technologia, amely leginkabb a tejiparban alkalmaznak, a porlasztva
szaritas. Fontos eldnye, hogy a fagyasztva szaritashoz képest kisebb koltségek mellett nagy
mennyiségek elballitasa valik lehetségessé. Bizonyos torzsek (pl.: Lactobacillus paracasei
NFBC 338) esetén sikeriilt 100%-0s talélést létrehozni 1 hét utan 4°C illetve 15°C-on tarolva,
annak ellenére, hogy a szaritas sordn igen magas a homérsékleti és mechanikai stressz.
Azonban 4 hét utan vizsgalva mar 20-80%-os aktivitdsvesztés volt tapasztalhatdé mindkét
hémérsékleten [41,39]. Egy masik kisérlet azt mutatta, hogy 3 kiilonb6z6 porlasztva szaritott
torzsbdl 1 honapos tarolas utan mindossze 1 térzs maradt életképes [40].

Fluid agyas szaritas esetén folyadékok szaritdsa nem lehetséges, csak szilard szemcsés
anyagoké ebben az esetben tehat a baktérium szuszpenzidt elézetesen vizmegkoté anyaggal
kell elkeverni, vagy szilard hordozora kell porlasztani [41].

Elénye, hogy igen gyors szaritast tesz lehetdvé, és a szaritasi hdmérséklet nem haladja meg
a 30-40°C-t. Egy bizonyos baktérium torzs fluid agyas szaritdsa utdn 30 napig 100%-0S
tulélést tapasztaltak, azonban ez az érték 60 nap utan vizsgalva jelentdsen, 40%-ra csokkent
[42]. Tehat a hosszii tavu stabilitas szempontjabol ez a technoldogia sem mutatkozik

megfeleldnek.

12



A szaritasi 1épés utan a kovetkezd fontos feladat, hogy biztositsuk a szilard végtermék
hosszu tavu stabilitasat. A fobb paraméterek, melyek valtoztatasaval vizsgalhaté az eléallitott
szilard formaju baktériumok optimdlis tarolasa: a homérséklet, nedvességtartalom, oxigén
jelenlét illetve egyes esetekben a fényviszonyok. Kiemelt fontossagu a szaritott termék
aktivitdsara nézve a megfeleld tarolasi hdmérséklet kivalasztasa.

Magasabb homérsékleten (37°C) tarolt kulturak esetében, jelentds csiraszam csokkenés a
jellemz6, mig alacsonyabb héfokon (7°C) az aktivitasvesztés csak hosszabb id6 elteltével
kovetkezik be [43]. A sejtek életképességének csokkenése magasabb hémérsékleten az
esszencialis makromolekulak (lipidek, fehérjék) természetes degradacios mechanizmusaival
magyarazhato.

A termék nedvességtartalma is fontos szerepet jatszik a mikroorganizmusok eltarthatosaga
szempontjabol. Vizsgdlatok mutatjak, hogy a magasabb nedvességtartalom rontja, mig az
alacsonyabb jelentésen javithatja a sejtek életképességét [44].

A szilard formuladlds sordn az utolso kritikus 1épés a sejtek rehidratalasa. A rehidratacio
soran konnyen el6fordulhat a citoplazma membran sériilése, ezaltal a celluldris tartalom
szivargasa, ami kovetkezésképpen a sejtek magasabb mortalitasat okozhatja. A folyamat
soran a sejteket el0szor magasabb nedvességtartalomnak teszik ki (6-7 nap), hogy
hozzéaszokjanak a fokozott viz aktivitdshoz, majd a végén ezt a nedvesitett terméket fogjak
teljesen feloldani. Tehat fontos, hogy minél lassabban végezziik el ezt a Iépést, hogy a
baktériumok aktivitasat megorizhessiik. Azonban pont ez a 1épés teszi baktériumok feloldasat
rendkiviil gazdasagtalanna. Egy masik kritikus paraméter a rehidratacios kozeg homérséklete.
A tulsagosan meleg vagy hideg kozegek egyarant hatranyosnak bizonyulnak a rehidratacio
soran. Kisérletek kimutattak, hogy az optimalis homérséklet 20-30°C koriil van [45].

Elmondhaté tehat, hogy a szilard formuldlas altal novelhetd a sejttenyészet stabilitasa,
¢letképessége, azonban a hatékonysagot mind a szaritas, mind a rehidrataciéo soran szamos

paraméter befolyasolja, ezért a folyamat megtervezése nagy koriiltekintést igényel.

Fontos, hogy a koriilményekhez legmegfelelobb és legkiméletesebb szaritasi technologiat

alkalmazzuk [41].
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2.4 Alternativ szaritasi technolégiak

2.4.1 Filmbevonas

Munkam soran Lactobacillus acidophilus tartalmu filmbevont tablettakat allitottam eld. A
gyogyszertablettadk egyre nagyobb hanyada filmbevonattal feliilletmddositott formaban keriil
forgalomba. A bevonas tobb célt szolgal: elfedi a kellemetlen izt, illetve szagot, tetszetésebb
kiilsét ad, megkonnyiti az oralis alkalmazast, javitja a hatéanyagok stabilitasat fényre,
levegOre, nedvességre érzékeny anyagok esetén; ha sziikséges, megvédi a hatéanyagot a
gyomornedv savas behatdsatol, és kivant esetben nyujtott, illetve késleltetett hatoanyag-
leadast biztosithat. Az azonnali hatéanyag-leadasu készitmények esetén a jol alkalmazhato
filmbevonatnak kelld védelmet kell nyujtania a kiilsé behatasokkal szemben, de ugyanakkor

gyorsan kell oldédnia a gyomorban, illetve a bélben.

2.4.1.1 Filmbevonoé berendezés

A gyogyszeriparban a tablettdk bevonasara legelterjedtebben hasznalt berendezések a
perforalt istos bevondk. Ezeknél a bevond berendezéseknél a meleg levegd befuvatasat illetve
elszivasat az st falan illetve a magéagyon keresztiil végzik. Ez a megoldas eldsegiti a
széaradast, csokkentve ezzel a bevonasi 1dot. A levegd aramlasi profilt €s a bevond berendezés

mitkodési vazlatat a 3. illetve az 4. dbrak szemléltetik.

3. abra: Levegdéaramlasi séma perforalt falu iist esetén
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4. abra: A bevonoberendezés miikodési sémaja

A filmbevonas mindségét tobb paraméter egyiittes hatdsa hatarozza meg. Fontos, hogy a
porlasztofej helyzete az listben olyan legyen, hogy a permet a lehetd legnagyobb feliileten érje
a tablettakat, de ne jusson az st falara. Optimalis esetben a porlasztott folyadék cseppmérete
kicsi, és a permetkip szabalyos. Az iist belsejében 1évé nyomasnak alacsonyabbnak kell
lennie, mint a kdrnyezet nyomadsa, hogy beszivja a porlasztott cseppeket a tabletta rétegbe. A
bevonas szempontjabdl meghatdrozé még az list forgasi sebessége, a porlasztasi sebesség
(ml/perc), a szaritdé levegd belépési ¢€s kilépési hOmérséklete, a szaritdé levegd

térfogatsebessége, a befljt és elszivott levegé mennyisége [46-49].

2.4.1.2 Biotechnolégiai alkalmazas

Napjainkban, a gyogyszeriparban a tablettdk bevonasat szinte teljes mértékben
filmbevonassal végzik. A technologiaval akar baktériumok szilard formuldlésa is lehetségessé
valhat, ami az ipar szamara is vonzo lehetdség lehet. Igy akér egy 1épésben is eldallithato é16
baktériumtartalmt tabletta, ami eldrelépést jelentene a hagyomanyos, préseléssel eléallitott
probiotikus tablettdkhoz képest.

Hagyomanyos esetben tehat eldszor eld kell allitani a tablettakat, amihez ~5-25 kN erdvel
préselik Ossze a baktériumokat is tartalmazo granulatumot. Ez komoly mechanikai stresszt
jelent. Vizsgaltak a préselés hatasat baktériumok tulélésére. A tablettak direkt préselése soran
fellépd préserd karos hatast gyakorolt a baktériumok aktivitdsara, a miivelet soran majdnem
két nagysagrendnyi csokkenés mutatkozott a csiraszamban [50]. Az igy kapott végterméket
savrezisztens bevonattal lattak el (15 m/m %), és azt tapasztaltdk, hogy a bevonas soran a

csiraszam nem valtozott [50].
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Emellett fluidizacios berendezésben szilard hordozora porlasztott baktérium szuszpenzid
esetében a megfeleld koriilmények mellett 100%-0s tulélést tudtak elérni [41], ahol viszont
tabletta gyogyszerforma kialakitdsdhoz préselésre van sziikség, ami rendszerint csiraszam
csokkenést okoz.

Mindezek alapjan probiotikus tabletta gyogyszerforma kialakitasara, a technologia soran
alacsony sejt eclhalas elérése mellett, hatékony megoldasnak igérkezett a baktérium
talalt technologiaval torténik a szaritds, €s nincs sziikség a kapott szilard anyag préselésére.
Az igy eldallitott tablettara akar egy masodik savrezisztens bevoné réteg is felvihetd, €s igy
oralis alkalmazasnal biztosithatd a gyomorsav elleni védelem. Munkam soran placebo
tablettak filmbevonasat végeztem ugy, hogy a bevondanyag Lactobacillus acidophilus
baktériumokat is tartalmazott nagy szdmban. Vizsgaltam a mikroorganizmusok stabilitasat
kiilonbozo segédanyagok jelenléte mellett.

Késobbiekben felmeriil annak a lehetdsége is, hogy savrezisztens bevonat vizes
szuszpenzidjaval egyiitt vigyilk fel a baktériumokat, ami ordlis alkalmazis esetén a

gyomorsav elleni védelmet is biztosithatja.

2.4.2 Elektrosztatikus szalképzés

Az elektrosztatikus szalképzést napjainkban foleg a textil- és milanyagipar alkalmazza,
féligateresztd0 membranok, nanokompozitok, sziirk, véddbevonatok, véddoruhazatok

készitésére [51].

2421 Miikodési elv

Az elektrosztatikus szalképzés elektromos erdtér segitségével képez nanoszalakat. A
berendezés egy kondenzator, melynek fegyverzetei kozé nagyfesziiltséget kapcsolnak
(10-40 kV). A szalképzésre alkalmas anyagot, polimer oldat cseppet az anodon helyezik el,
ami feltoltédik, és az elektromos erdtér hatasara kup alakot vesz fel. Amikor a Coulomb erd
nagysaga meghaladja folyadékcsepp feliileti fesziiltségébdl szdrmazo erdéét a kupbol
folyadéksugar 1ép ki, és spiralis palyan indul a kollektor iranyaba. A jelenséget 1969-ben
Taylor irta le, tiszteletére Taylor- kipnak nevezték el [52]. (5. abra)
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5. abra: Taylor kup (forras: http://www.yflow.com/?g=node/3)

A folyadéksugarak a két polus kozti részben megnyulnak, elvékonyodnak, feliiletiik
megno, ezzel parhuzamosan elparolog az olddszer. A polimer megszilardul, szal alakot vesz

fel. A képz6do szalak eltérd spiralis palydiknak megfeleléen atfonjak egymast.

. Kollektor
Polimer oldat

L

l

Nagyfesziiltségi tapegység

6. abra: Elektrosztatikus szalhuzo berendezés (forras: ckpmac7.yz.yamagata-u.ac.jp)
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2.4.2.2 Szalképzést befolyasolo paraméterek

Szamos paraméter befolyasolja a szalhuzas geometridjat. El6szor Baumgarten kezdte
vizsgalni, milyen hatdssal van a kiilonbozé paraméterek valtoztatdsa, a hazott szal
szerkezetére. A valtoztatott paraméterek kozott szerepelt példaul a fesziiltség nagysaga, a
csepp ¢€s a kollektor tavolsaga, oldat feliileti fesziiltsége, viszkozitasa illetve vezetOképessége.
Nagy sebességti kamerat alkalmazott, amivel meg tudta figyelni, ahogy a szal kirajzolodik
egyetlen cseppbél. Ezaltal azt is megfigyelte, hogy a szal atmérbje egyenesen aranyos a
folyadék viszkozitdsaval. A koncentracid novelése a viszkozitds novekedésevel jar, tehat
vastagabb szalak keletkeznek. Higitassal az atméré csokkenthetd, talzott higitas elronthatja a

szalképzést vagy dudoros szalak képzédéséhez vezet [53-54].

Baumgarten azt is megfigyelte, hogy a szalatmérd az elektromos térerdsség ndvelésével
eloszor elér egy minimumot, majd ha tovabb nd a térer0sség az atmérd is néni fog.
Baumgartner ttor6 munkassaga alapjan Larrondo és Mandley képesek voltak szalakat htizni
polietilén ¢és polipropilén olvadékokbol. Megfigyelték, hogy az olvadékbdl htuzott szalak
nagyobb atmérdjliek, mint az oldatbol hizott szalak, és hogy a szalatmeérd forditottan aranyos
az olvadék hémérsékletével. Ezutan is szamos kutatas foglalkozott a megfeleld gyartasi

paraméterek kivalasztasaval [55].

A feliileti fesziiltség csokkentésére, vezetoképesség novelésére  kiilonb6zo

adalékanyagokat alkalmaznak az oldatban.

Fontos, hogy a megfeleld oldoszert valasszuk ki. Alapvetd, hogy oldja a polimert, masrészt
idében elparologjon a szalak megszilardulasa érdekében, ehhez az kell, hogy tenzidja a

megfeleld tartomanyba essen.

2.4.2.3 Elektrosztatikus  szalképzés  biotechnologiai  alkalmazasa  és

méretnovelhetésége

Az elektrosztatikus szalképzés hatékony és kiméletes szdritdst tesz lehetdvé, emiatt
érdemes vizsgdlni alkalmazhatosdgat a biotechnologiai eredetli hatéoanyagok feldolgozasa
soran. A gyors szalképzés miatt a hirtelen megndvekedett feliiletrdl a viz elparolog, és a
kollektoron a polimer szilard formaban begytjthet6. A baktériumok és virusok kezdetben
diszpergalva vannak jelen az oldatban és nem orientaltak. Az elektrosztatikus szalképzés
soran azonban a palcika alaki baktériumok, illetve mas biohatéoanyagok, a Taylor-kipban

lévd dramlas hataséra orientalodnak a folyadéksugar iranyaban.

18



fgy aztdin a szalképzés soran a mikroorganizmusokat koriilveszi a polimer szal,
(bedgyazddnak a polimerbe) igy nyujtva nagyobb védelmet a kdrnyezeti hatasokkal szemben
[56].

Tobbféle mikroorganizmus beagyazasat, illetve stabilitasat is vizsgaltak. Végeztek
kisérleteket DNS-sel. Megtfigyelték, hogy a plazmid DNS a szalbol kioldddva is ép maradt, €s

képes volt a B- galaktozidaz enzim kodolasara [57].

Egyes proteinek, enzimek illetve kis molekulak elektrosztatikus szalképzése is sikeresnek
bizonyult [58].

Tovabbi tanulmanyok mutatjak, hogy mind virusok (T7, T4), mind baktériumok (E.coli;
Staphylococcus albus) beagyazasa is megvalosithatd, ezek a szervezetek is életképesek
maradnak [58].

Ezen kutatasok azt bizonyitjak, hogy az elektrosztatikus nanoszalképzéssel megvalositott
beagyazas nagy valdszinliséggel alkalmazhaté probiotikumok —szaritasara, szilard

formulalasara, mikozben az organizmusok meg0rzik aktivitdsukat, stabilitasukat.

Tovabbi elénye az elektrosztatikus szalképzésnek, hogy méretndvelése mar megoldott, a
folyamatos gyartas ipari méretli megvalositasanak lehetdségei is adottak. Tobb technolédgia is

l1étezik, ami képesnek bizonyult a méretnovelés megoldasara.

A legegyszeriibb méretndvelési lehetdség a szordfejek megsokszorozasa, amit szamos ipari

vallalatnal mar alkalmaznak elsdsorban sziir6betétek gyartasara (7. abra).

7. abra: Elektrosztatikus szalképzés méretnovelése sok szorofej alkalmazasaval

A szorofej szdm elérheti akar az 1000 db-ot is. Természetesen az elparolgott oldoszer
elvitelét megfeleld levegdatvezetéssel biztositani kell. A sok szordfejes megoldasnak az egyik
nagy hatranya, hogy fejeldugulés esetén, a tobbi fejen jon ki nagyobb mennyiségli anyag, ami

zavart okozhat (pl. nem megfeleld szaradas).
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A fejeldugulés sok esetben elkeriilhetd, ha minden fejhez kiilon pumpa tartozik, de ilyen
nagyszamu kiilon pumpa ugyancsak hatranyokkal jarna. Egy masik gyakran emlitett hatranya

a sok szorofejes megoldasnak az igen nehézkes tisztithatosag [60-61].

Egy masik elven alapuld méretndvelési lehetoséggel, a szabad folyadékfelszinrdl torténd
szalképzéssel a sok szordfejes esetben emlitett hatranyok (pl. fejeldugulas, tisztithatdsag)
nagyrészt kikiiszobolhetdk, és egyben a nagy termelékenység is biztosithato [59]. A szabad
folyadékfelszinen megfeleld gorbiileteket kell kialakitani ahhoz, hogy széalak tudjanak kilépni

a felszinrol.

Ennek az egyik megoldésa, hogy a polimer oldatdba gazt vezetnek, mely gz buborékokat
kelt, és a buborék feliiletén nagyszamu folyadék szal kiindulasi hely tud kialakulni [62]. Ez ki
tudja kiiszobdlni a sok szordfejes megoldas szamos hibdjat. A buborékos technolégia egy
tovabbfejlesztett valtozata a golyos elektrosztatikus szalképzés (ball electrospinning) [63]. Itt
a légbuborékok helyett szilard ,,buborékokat”, azaz szilard gomboket, golydkat hasznalnak.

Ezek feliiletére viszik fel az oldatot, valdjaban a golyok gordiilése révén (8. abra).

8. abra: Gazbuborékos (baloldalon), golyos (kozépen) és forgo hengeres elektrosztatikus
szalképzés (jobboldalon)

Szabad folyadékfelszint hasznal a libereci egyetem kutatoi 4altal fejlesztett és
szabadalmaztatott eljaras is [63]. Az 0 megoldasuknal egy forgd elem, jellemzden henger
meriil egy kadban elhelyezkedd polimer oldatba, ami forgasa révén sajat felszinére felhordja

az anyagot.

Ez a bemeriild, forgo elem funkciondl elektrodként is, és igy a feliiletére felvitt anyagbol

nagyszamu Taylor-kup alakul ki, és azokbdl nagymennyiségili szal 1ép ki, és gytijthetd dssze.
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Ennek a megoldasnak a piacra vitelét egy cseh alapitast cég végzi (Elmarco). Napjainkban
ez a legelterjedtebb méretnovelési technologia. Akar 1,6 méter hosszi hengerek is
hasznalhatok, és ezekbdl tobbet egymds utan téve a termelés meghaladhatja a napi 10 kg-ot.

Az igy elballitott anyagokat is elsdsorban sziirok gyartasara hasznaljak fol.

Az elektrosztatikus szalképzés tehat egy kiméletes, folytonos technologia, ahol konnyt
kezelhetdség, alacsony koltségek mellett allithatunk elé  1égkdri nyomadason,

szobahdmérsékleten nano mérettartomanya polimer szalakat.

21



3 Felhasznalt anyagok, kisérleti médszerek

3.1 Felhasznalt anyagok

3.1.1  Lactobacillus acidophilus

A Lactobacillus acidophilus (jelentése: savkedveld tejbaktérium) egy, a Lactobacillus
torzsbe tartozd, Gram pozitiv, palcika alaki baktérium (9. abra). Optimalis tenyésztése
anaerob koriilmények kozott, 37°C —on torténik.

A Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti gyljteményébdl (MIMNG) két
baktériumtorzs (a torzsszamaik: B1075, B2085) allt rendelkezésiinkre, melyek kozott csak a
baktérium hosszaban volt kiilonbség. A kisérletek soran a révidebb baktériumokat tartalmazé
torzset alkalmaztam (B1075), abbdl a megfontolasbol, hogy a szdlképzés és a filmbevonas

soran fellépé a mechanikai stresszt a rovidebb tipus jobban birhatja.

9. abra: Lactobacillus acidophilus (forras: www.dairyscience.info)

3.1.2 MRS Agar

A baktériumokat a leoltasok soran MRS agar taptalajon tenyésztettem. A taptalajt a gyarto
cég altal megadott modon készitettem el. 66g MRS agart adtam 1 1 desztillalt vizhez, majd 10
perc kevertetés utan 15 percre 121°C-0s autoklavba helyeztem. Ezutan 47°C-ra hiitottem, és
kémcsovekbe Ontottem. Késdbb ezeket hasznaltam fel ferde taptalajként, valamint

lemezontésnél is.
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3.1.3 Anaerocult®

A lemezre Ontés utan a petri csészéket légmentesen zarhatd edénybe tettem. Az oxigén
megkdtésére a Merck® altal gyartott Anaerocult® toltetet helyeztem az edénybe melyet az

eléiras szerint 30 ml desztillalt vizzel nedvesitettem meg.
3.1.4 Polimerek

3.1.4.1 Polivinil-alkohol(PVA)
Osszegképlet: (C2H,0),

Atlagos molekulatomeg: 130000 Da

Megjelenése: fehér, granulatum - [CH2 _ (i“,H]n —

Uvegesedési hémérséklet: 85°C OH

Olvadaspont: 230°C
Oldhatosag: vizben jol oldodik

A polimer gyogyszeripari alkalmazasa engedélyezett.
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3.1.5 Stabilitasjavité szerek

3.1.5.1 Trehaloz

Osszegképlet: C12H2011
Molekulatomeg: 342 g/mol
Megjelenés: fehér, kristalyos
Olvadaspont: 203°C (vizmentes)
Oldhatosag: vizben jol oldodik
Stiriiség: 0,6 g/lem®

3.1.5.2 Szacharoz

Osszegképlet: C12H22011
Molekulatomeg: 342 g/mol
Megjelenés: fehér, porszerii
Olvadaspont: 169 - 170°C
Oldhatosag: vizben jol oldodik
Stirtiség: 0,8 — 0,95 g/cm®

3.1.5.3 Sovany tejpor
Oldhatosag vizben: 700 g/l (20°C)

Stiriség: 0,5 glem®

HO
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3.1.6 Tween® 80 (Polioxietilén- szorbitin- monooleat)

A kisérletek soran minden alkalommal a polimer oldathoz 350-450 pl Tweent adtam, attol

fiiggden, hogy milyen volt a kiinduld oldat Osszetétele. Alkalmazasanak célja volt, hogy

csokkentse az oldat feliileti fesziiltségét, és ez altal biztositsa a hatékony szalképzést.
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3.1.7 Placebo tabletta

A filmbevonas sordn 1 g-os placebo tablettdkat hasznaltam. A tablettdk az aldbbi

osszetevokbol késziiltek:
e 10009 Tablettose 80 (a- laktoz -monohidrat)
e 59 Aerosil 200 (kolloid szilicium-dioxid)
e 5(g magnézium —sztearat
e 250g Vivapur 102 (mikrokristalyos cellul6z)

3.1.8 Opadry Il clear

A filmbevonas soran a Colorcon altal gyartott Opadry II clear filmbevondszert
alkalmaztam, mely hagyomanyos, vizben o0ldodé filmbevonatot ad. Az Opadry II clear
komponensei: Polietilén-glikol (PEG), Polivinil-alkohol (PVA), talkum.

3.2 Felhasznalt eszkozok, mintakészités

3.2.1 Elektrosztatikus szalhuzo berendezés

A baktériumok polimer oldatba torténd bedgyazasat elektrosztatikus szalhuzo berendezés

segitségével végeztem.

Az altalam hasznalt eszkdz lényegében harom f6 részbdl all: egy nagyfesziiltségi
tapegységb6l, az oldat bevezetésébdl és egy kollektorbol, ahol a szalakat Gsszegylijtottem.
Egy adagold pumpa segitségével oldottam meg a polimer oldat adagoldsat, melyen nagy

pontossaggal (0,1 ml/h) beallithaté a pumpa sebessége.

Az oldatot a fecskendébdl egy szilikoncsovon keresztiil vezettem el, amelynek végére egy
gumicsovet erdsitettem. Kollektorként egy teflonboritdsi sik fémlapot alkalmaztam. A
szalhuzas soran alkalmazott tapegység egyendramu, fesziiltsége 10 kV és 35 kV kozott

valtoztathat6. A fesziiltség mellett fontos paraméter a térerdsseg.

Ez legkonnyebben a fesziiltség mellett a folyadék és a kollektor tavolsaganak

valtoztatasaval szabalyozhatd. Az altalam alkalmazott tavolsag kb. 12 cm volt.

Ezen elrendezés mellett, az elektrosztatikus szalhuzas folyamatos lizemben végezhetd, 2-3

oOra alatt megfelel6 mennyiségli minta eldallitasa valik lehetove.
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3.2.2 Baktérium szuszpenzié készitése

A kivalasztott baktériumtorzset eloszor leoltottam ferde taptalajra, majd 48 6ras, 37°C- on
torténd tenyésztés utan, tovabbi 10 ferde taptalajra oltottam at. Az atoltasokat a kiinduld torzs
megOrzése érdekében tobbszor ismételtem. A sziikséges szuszpenziot ugy készitettem, hogy
3 ferde taptalajrol a lehetd legkevesebb vizzel lekapartam a baktériumokat, majd azt 250 ml
MRS levesbe mostam. A levest 48 6ran keresztiil anaerob koriilmények kozott, 37°C- on
fermentaltuk. A fermentacio egy 750 ml-es Erlenmeyer lombikban tortént. Ezt kovetden a
levest centrifugaltam, hogy a lehet6 legtoményebb baktérium szuszpenziot kapjam. Az igy
kapott stiri baktérium szuszpenzidhoz (3ml) eldszor megfelelé aranyban (trehaldz, szachardz:
4%; sovany tejpor: 6%) hozzdadtam az egyes stabilitasjavitd vegyiileteket és igy adagoltam a

polimer oldathoz.

3.2.3 Filmbevonas

A Dbaktériumokat 37°C-on torténd fermentdcid utdn centrifugaltam. A kapott
szuszpenziohoz hozzdadtam a stabilizald szereket (sovéany tejpor, trehaldz, szachardz). Az
elére elkészitett bevono oldathoz (40 g opadry II clear filmbevondszert oldottam 200 ml

vizben, folyamatos kevertetés kdzben) hozzaadtam a baktérium szuszpenziot.

A Glatt tipusa bevond berendezésen eldszor beallitottam az adagolasi sebességet,
beletoltottem az iistbe 800 g placebo tablettat, és meleg levegd arammal elémelegitettem.
Beallitottam a porlasztasi nyomast (2,7 bar) és az list fordulatszamat (5-6s). 40°C-os kilép6 és
45°C -os belépd levegd homérséklet mellett elkezdtem a bevond szuszpenzid porlasztasat.
Kezdetben alacsonyabb adagolasi sebességet (5 g/perc) alkalmaztam, a bevonds alatt ezt 9
g/perc értékig noveltem. A filmbevonas alatt 5 percenként vizsgéaltam a bevondszer fogyasat
¢s a tablettdk felszinét. A filmbevonds 39 percig tartott, ekkor lemértem a tablettak
Ossztomegét (834,2 g). A bevonds soran tobb mint 4 %-os tomegndvekedést értem el.
Ezutan a maradék bevond oldatbol, a baktérium szuszpenziobol és 3 tablettabol leoltast

veégeztem.

A kapott eredményeket higitassal korrigalva a torzsoldat 1 ml-ében 1évé a csiraszamot
kaptam (CFU/ml) (CFU: colony forming unit = csiraszam), ezutan a torzsoldat térfogataval

szorozva megkaptam az egy tablettaban jelenlévd baktériumszamot (CFU/ tabletta).
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3.2.4 Baktérium szuszpenzio beagyazasa polimer nanoszalakba

A baktérium szuszpenziét (3 ml) automata pipettaval az el6zdleg elkészitett polimer
oldathoz mértem, hozzdadagoltam 350-450 pul (a segédanyagok Osszetételétdl fliggden)
feliiletaktiv anyagot (Tween®) és magneses keverdvel homogenizaltam. Ezutdn az etanollal
atmosott fecskenddvel felszivtam a keveréket. A fecskenddt az automata adagoloegységbe
helyeztem és elinditottam az adagolast, melyet 1-1,5 ml/h-ra allitottam, attdl fliggéen, hogy
mi szolgalta legjobban a szalképzdodést. Az elsdé csepp megjelenésekor bekapcsoltam a
nagyfesziiltségli tapegységet, a fesziiltséget 25- 30 kV-ra allitottam. A folyamat végeztével
(kb. 2-3 6ra) 100-120 mg anyagot gyiijtottem a stabilitasvizsgalat elvégzéséhez. A mintakat
7°C és -20°C-on téroltam.

3.2.5 Elektrosztatikus szalképzés méretnovelése

A méretnoveléses kisérletek soran elsdként porlasztolevegdvel segitett szalképzést
végeztiink. A kisérletek sordn, az egy szoréfejes megoldasnal leirtakhoz hasonléan készitett
fecskenddbe felszivott oldatbol infuzids pumpaval egy Schlick gyartmanyu nagyfesziiltségre
kapcsolt (55 kV), két-fluidumos porlasztofej alkalmazasaval képeztiik a szalakat. A porlaszto

leveg6 nyomasanak értéke 0,75 bar volt. Az adagolasi sebesség 15 ml/h volt.

A masik esetben egy a tanszéken ujonnan fejlesztett elektrosztatikus szalképzd
berendezésen végeztilk a méretndvelést, amely 6tvozi a szabad folyadékfelszines, illetve a

szorofejes szalképzés elonyeit.
3.3 Vizsgalati médszerek

3.3.1 Baktérium telepek szamlalasa

A baktériumok szamlalasat minden 1épés elbtt és utan is elvégeztem, hogy pontos képet
kapjak a technologia hatasardl. igy tehat a centrifugalt minta Ig-jat 9ml steril vizzel

higitottam (t6rzsoldat), és ebbdl készitettem higitéasi sort.

Ugyanezt elvégeztem a polimer oldattal 6sszekevert baktérium szuszpenzioval is, ami mar
a stabilitasjavitokat is tartalmazta. Az elektrosztatikus szalhtizassal készitett mintdkbol 3-5
mg-ot oldottam fel 9ml steril vizben, majd ebbdl készitettem el a higitasi sort. A higitasi sor
megfeleld elemeit ezutan lemezre Ontdttem. Minden mintabol 1ml-t pipettaztam a Petri

csészékbe, majd raontdttem a kéz meleg MRS taptalajt.
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A taptalaj megszilardulasa utdn a Petri csészéket fejjel lefelé (hogy a kondenzviz, ne
csepegjen vissza a taptalajra) légmentesen zarhato taroloba helyeztem és mellé raktam a
megnedvesitett anaerob toltetet (Anaerocult®). A Petri csészéket ezutan 48 orara 37°C-0S
térbe helyeztiik, az igy kifejlodott telepeket nagyit6 alatt megszamoltam. Az eredményekbdl a
higitassal korrigdlva megallapithatd, hogy a torzsoldat 1ml-ében mekkora volt a csiraszam
(CFU/ml). Ez az eredmény ezutan a torzsoldat térfogataval szorozva és a torzsoldatban

feloldott minta tomegével 0sztva a minta mg-onkénti baktériumszamat adja (CFU/mg).

3.3.2 Kioldédas vizsgalat

Annak érdekében, hogy a baktériumok nanoszalakbol valo kioldodasi idejét meg tudjam
allapitani, el6szor 100 mg szalhtizott terméket desztillalt vizben oldottam. Ezutan ebbdl 1 ml-t
pipettaztam 1,2,3,5 és 10 percenként Petri csészékbe. A tovabbi 1€pések a fent emlitettetekkel

megegyez0 modon torténtek.
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4 Eredmények és értékelésiik

4.1 Lactobacillus acidophilus baktérium formulalasa filmbevonassal

Napjainkban a gyogyszeriparban a tablettdk bevondsat szinte teljes mértékben
filmbevonassal végzik. Elénye, hogy kis energiaigényt, jol szabalyozhat6 folyamat, amellyel
magas termelékenység érhetd el. Munkdm soran azt vizsgaltam, hogy filmbevonassal
megvalosithato-e a baktériumok szilard formuldldsa, ami tobb szempontbol is vonzoé lehet az

ipar szamara.

Ezzel az eljarassal egy 1épésben allithatunk el baktérium tartalmt tablettdkat, ami nagy
elérelépés a hagyomanyos baktériumtartalma tablettdk eldallitdsdhoz képest, ahol a
szaritasnal (liofilizalas, porlasztva szaritds) jelentkezd csiraszdm csokkenést kovetden a
tablettazasnal tovabbi aktivitdscsOkkenés jelentkezik, aminek oka a mechanikai stressz ¢€s
surlodas miatt fellépé hémérsékletnovekedés [50]. A masik, ipari szempontbol jelentds elony,
hogy a technologia altalanosan alkalmazott, a gyartds bevezetéséhez nem sziikséges 1j

berendezés.

Amennyiben sziikséges, ugy a filmbevonatban jelenlévé baktériumokat egy masodik védo
bevonattal is ellathatjuk, attél fliggéen, hogy milyen terapias teriileten alkalmazzuk. Munkam
soran olyan filmbevonatot hoztam létre a tablettakon, amelyben jelen voltak a Lactobacillus
acidophilus baktériumok, vizsgaltam, hogy a technologia milyen hatassal volt aktivitasukra,

¢€s hogy a csiraszdm milyen mértékben valtozott a tarolas soran.

4.1.1 Lactobacillus acidophilus baktériumot tartalmazé filmbevonat kialakitasa

A filmbevonast kovetden a tablettdkbol leoltast végeztem. Az eredmények alapjan
megallapithaté volt, hogy a formuldlds sordn milyen mértékben csokkent az aktiv

baktériumok szdma, tehat hogy hany szézalékos volt a talélés.
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1. tablazat: Filmbevont tabletta baktérium tartalma

Filmbevono csiraszam

CFU/ mg

A filmbevono oldat baktériumtartalma a bevonas
1,74E+07

el6tt (szarazanyag)

A tablettan levé csiraszam a bevonat egy mg-jara

1,48E+06
vonatkoztatva
Tualélés 8,49%

Az 1. tablazatban kozolt eredmények alapjan lathatd, hogy a folyamatot a kiindulasi
oldatban talalhato baktériumok 8,49%-a ¢lte tul. Mivel a tablettdk tomegndvekedésének
szorasa alacsony volt, a szamitas soran ugy vettem, hogy a bevonds soran a tablettdk azonos
mértékben lettek bevonva. A viszonylag alacsony tulélést okozhatja a 45°C-os szaritd levegd
¢s a porlasztofenél fellépd mechanikai stressz. Ennek ellenére a filmbevondssal eldallitott
tablettak tartalmaztdk a hatasos ddzisnak megfeleld szamu baktériumot (10 millio €16
baktérium).

Amennyiben tdményebb szuszpenziobol indulunk ki, ugy a tablettdk baktériumtartalma
tovabb novelhetd. A talélésen €s az eldallitott formula baktériumtartalman kiviil fontos, hogy
az aktiv organizmusok szama hogyan valtozik az idoben, mennyire stabil a készitmény. A
stabilitasvizsgalat soran tablettakat kiilonb6z6 hémérsékleteken (szobahémérséklet (20-25°C),
7°C, - 20°C) taroltam ¢és a 2. tablazatban feltiintetett idOk6zonként vizsgaltam a baktériumok

tuléléseét.
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2. tablazat: Filmbevonas stabilitasvizsgalatinak eredményei

0.nap 11. nap 32. nap 120. nap 150. nap 320. nap Tulélés 320 nap utan
(CFU/tabletta) | (CFU/tabletta) | (CFU/tabletta) | (CFU/tabletta) | (CFU/tabletta) | (CFU/tabletta) (%)
7°C 5,76E+07 2,49E+06 1,91E+05 9,18E+04 7,20E+04 5,10E+04 0,0885%
-20°C 5,76E+07 7,02E+06 1,71E+06 9,00E+05 9,00E+05 6,00E+05 1,0417%
szobahé 5,76E+07 3,00E+02 1,00E+02 1,00E+00 1,00E+00 1,00E+00 0%
LBA filmbevonas
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1,00E407 -
s 1,00E+06 —+ — ] — —
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o 1,00E+04
e
"3 1,00E+03 —
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1,00E+OO T T - T T T J—
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id6 (nap)
——7°C =—f—-20°C szobahdmeérséklet

10. abra: Kiilonboz6é hémérsékleteken tarolt, filmbevont tablettak csiraszam valtozasa

az id6 fiiggvényében (szobahémérséklet, 7°C, - 20°C)

A stabilitasvizsgalat eredményébdl készitett diagramon (10. abra) jol lathato, hogy a

szobahOmérsékleten tarolt mintak esetében a csiraszam csokkenés gyorsabban megy végbe, €s

4 honap elteltével a tablettdk mar nem tartalmaznak aktiv baktériumot. Ez nem meglepd,

hiszen a piacon levé a LBA-t tartalmazd készitményeket is hiitve kell tarolni. A hiittt mintak

csiraszam valtozdsa azt mutatja, hogy a csokkenés a 4. honapig jelentds, ezt kovetden

baktériumtartalom nem valtozik jelentdsen. Lathato, hogy a -20°C-on tarolt tablettdk minden

esetben tobb €16 baktériumot tartalmaztak, mint a 7°C-on téroltak és az els6 honaptol kezdve

kialakul kb. egy nagysagrendnyi kiilonbség a baktériumtartalomban, ami a kdzel 1 év utan is

megmarad.
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A -20°C-os tarolas tehat elénydsebbnek bizonyult a stabilitds szempontjabol, azonban 1 év

elteltével a tablettak ezen a hdmérsékleten tarolva is csak a hatdsos dozis 1%-at Orizték meg.

A megfeleld baktérium mennyiség hosszi tava biztositasahoz toményebb kiindulasi

szuszpenzid sziikséges, vagy a csiraszam csokkenést kell lassitani. Munkam soran ez utobbi

célt tiiztem ki, az eredményeket a kdvetkezo fejezetben targyalom.

4.1.2 Stabilitasjaviték alkalmazasa a filmbevonas sorin

Az irodalmi részben emlitett stabilizal6 szerek (szacChardz, trehaldz, sovany tejpor) kdzos

alkalmazasaval eléallitott filmbevont tablettak idébeli stabilitdsat vizsgaltam.

A 3. tadblazat a kapott eredményeket mutatja, a diagramon 6sszehasonlitasképp a stabilizald

nélkiili filmbevonas eredményeit is feltiintettem.

3. tablazat: Stabilitasjavitok hatasa a filmbevonas soran

0.nap 8. nap 76. nap 320. nap Tulélés 320 nap utdn
(CFU/tabletta) | (CFU/tabletta) | (CFU/tabletta) | (CFU/tabletta) (%)
7°C 1,80E+07 2,49E+07 2,97E+05 1,98E+05 1,1%
-20°C 1,80E+07 5,31E+07 4,32E+06 2,24E+06 12,44%
szobah6 1,80E+07 1,80E+06 9,00E+03 1,00E+00 0%

Lathato, hogy a stabilizaldo szerek jelenléte nagymértékben megvaltoztatta a korabban

(stabilizalo szerek nélkiil) tapasztalt 1 hetes csiraszam valtozast. Alkalmazasuk nélkiil az els6

egy hétben csokkent a legnagyobb mértékben a baktériumtartalom.
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Filmbevonas stabilitasjavitokkal
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11. abra: Stabilitasjavitok hatasa a filmbevonas soran az ido fiiggvényében

Stabilizalo szerek jelenlétében az elsd egy hétben a baktériumok kismértékii szaporodasa
volt tapasztalhatd 7 és -20°C-on, melynek kovetkeztében 1 hét utan még mindig tobb mint
10 milli6 baktériumot tartalmaztak a filmbevont tablettak. A szaporodas lehetséges oka, hogy
a tablettak feliiletén, illetve a bevonatban kis mennyiségli viz volt jelen, igy a tapanyag
felvétele és ez altal a szaporodas is lehetséges volt. A hiitott mintdk 2 honap utén kismértéki
aktivitasvesztést szenvedtek, azonban ez utan nem valtozott jelentdsen a baktériumszam. A

fagyasztott mintak esetében még 1 év utan is 12%-os talélés mutatkozott.

A stabilizalo szerek pozitiv hatasat ezen kiviil az is igazolja, hogy szobahdmérsékleten
vald tarolas sordn, 1 hét alatt kevésbé csokkent a csiraszdm, mint a segédanyagok nélkiili
esetben. A szobahOmérsékleten tarolt mintak 1 hét utdn 10%-os talélést mutattak, ami

jobbnak bizonyult a 7°C-on tarolt, stabilizalot nem tartalmazo mintak 1 hetes ttlélésénél.

A filmbevonas soran stabil szilard formulat hoztam létre, ami tobb mint tizmillié aktiv
baktériumot tartalmazott, stabilitdsjavitok alkalmazasaval pedig sikeriilt a baktériumok

aktivitdsvesztését csokkenteni, tulélésiiket kb. tizszeresére javitani.
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4.2 A Lactobacillus acidophilusszal végzett elektrosztatikus szalképzési kisérletek

eredményei

Munkdm soradn azt vizsgéaltam, hogy a gyogyszerformuldlds teriiletén Ujnak szamitod
elektrosztatikus nanoszalképzés valos alternativaja lehet-e a fagyasztva szaritdsnak. Amellett,
hogy kiméletes szaritdsi technologia, folyamatos és alacsony energiaigényi, ami vonzova
teszi az ipari alkalmazas szempontjabol.

Vizsgaltam, hogy az altalam alkalmazott eljaras segitségével Iétrehozhatd-e stabil szilard
formula, ami a hatasos dozisnak megfelelé él6 csiraszamot tartalmazza, illetve, hogy a

baktériumtartalom milyen mértékben valtozik az id6 eldrehaladtaval.

4.2.1 Elektrosztatikus szalképzéssel formulalt LBA stabilitasi eredményei

A polimerrel végzett (PVA) elektrosztatikus szalhuzasi kisérletek sordn azt vizsgaltuk,
hogy a technologia sikeresen alkalmazhato-e LBA probiotikus baktériumok szilard
formulalasara. Polivinil-alkohol polimer (PVA) esetében a szalképzés soran nagy mennyiségii
baktériumot tartalmazé szilard format sikeriilt elallitani. A gyakorlati alkalmazhatosag
igazolasa érdekében tovabbi stabilitasvizsgalatok elvégzése volt sziikséges. A kovetkezokben

a kapott eredményeket targyalom.

5. tablazat: Stabilitasi eredmények PVA jelenlétében

0.nap 7. nap 30. nap 120. nap Tulélés
(CFU/mg) (CFU/mg) (CFU/mg) (CFU/mg) (%)
PVA 7°C 1,90E+06 5,20E+05 2,20E+05 2,30E+04 1,2
PVA -20°C 1,90E+06 7,00E+05 2,70E+05 7,60E+04 4,0
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PVA-lal készitett mintak stabilitasi eredményei

1,00E+07

1,00E+06 -

1!00E+05 \_.

1,00E+04

1,00E+03

CFU/mg

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00
0 1hét 1 hénap 4 honap

=== PVAT7°C == PVA-20°C

12. abra: PV A hatasa a baktériumok stabilitasara

A kozolt eredményekbdl latszik, hogy ugyan sikeriilt eldallitani megfeleld toménységi

szilard terméket, de a tarolds soran a csiraszadm gyors csokkenése volt jellemzd.

4 honap utan vizsgalva 7°C-on mar csak 1%-o0s, mig -20°C-on 4%-os tulélés mutatkozott,
1 év utan pedig mar nem maradt aktiv baktérium a termékekben. A magas baktériumtartalom
hosszii tava fenntartasanak érdekében, vizsgaltam kiilonboz6 stabilitasjavitok (trehaloz,

szachardz, sovany tejpor) alkalmazasanak a lehetdségét.

4.2.2 Elektrosztatikus szalképzéssel készitett mintak stabilitasvizsgalata

A baktérium szuszpenzi6 beagyazasat polimer oldatban végeztem (PVA), stabilizald
szerek jelenlétében.

A technologia kiméletességét, és a segédanyagok pozitiv hatdsdt mutatja, hogy a talélés
minden esetben kozel 100%-0s volt, ami azt jelenti, hogy a szobahdmérsékleten torténd
szalképzés és az ozmotikus viszonyok valtozasanak esetleges negativ hatasat ellensulyozta a
segédanyagok jelenléte.

A kovetkezdkben a stabilitasvizsgalati eredményeket targyalom a hozzaadott stabilizalo
szer kombinéciok szerint csoportositva.

Az eldallitott mintdkat két hdmérsékleten (7°C, -20°C) téaroltam, mivel a korabbi
kisérletek azt mutattdk, hogy szobahdmérsékleten 1 honap utan a polimer szdlak mar nem

tartalmaznak aktiv baktériumot.
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Az alabbi tablazat az 6sszes kapott stabilitasi eredményt foglalja dssze (6. tablazat).

6. tablazat: Elektrosztatikus szalképzéssel készitett mintak stabilitdsi eredményei

10 millié
0. nap 1. hénap | 4.hénap | 8. hdonap 1év Tulélés | baktériumot
1év utan | tartalmazd
(CFU/mg) | (CFU/mg) | (CFU/mg) | (CFU/mg) | (CFU/mg) (%) minta
tomege (mg)
PVA 7°C 1,90E+06 | 5,20E+05 | 2,20E+05 0 0 0% 0
PVA -20°C 1,90E+06 | 7,00E+05 | 2,70E+05 | 2,20E+05 0 0% 0
PVA+trehal6z
1,01E+06 | 9,42E+06 | 2,35E+05 | 2,21E+05 | 6,34E+04 6% 157,7
7°C
PVA+trehaldz
1,01E+06 | 1,3E+07 3,45E+05 | 3,98E+05 3,2E+05 32% 31,25
-20°C
PVA+ szacharéz 7°C 4,97E+06 5,27E+06 | 8,71E+05 | 7,43E+05 | 4,11E+05 8% 24,33
PVA+szacharéz -20°C | 4,97E+06 | 1,02E+07 | 4,84E+06 | 4,71E+06 | 1,78E+06 36% 5,62
PVA+trehaléz+szacharéz
3,86E+06 | 6,34E+06 | 3,09E+06 - 6,53E+05 17% 15,31
7°C
PVA+trehaldz+szacharéz
3,86E+06 | 8,24E+06 | 5,30E+06 - 2,39E+06 62% 4,2
-20°C
PVA+sovany tejpor 7°C | 5,36E+06 | 1,56E+06 | 1,38E+05 | 1,01E+05 | 9,89E+04 2% 101,11
PVA+sovany tejpor -20°C | 5,36E+06 | 2,63E+06 | 1,03E+06 | 2,03E+06 | 9,32E+05 17% 10,7
PVA+sovany tejpor+
3,21E+07 | 2,10E+07 | 9,89E+06 | 8,71E+06 | 4,14E+06 13% 2,42
trehaléz 7°C
PVA+sovany tejpor+
3,21E+07 | 3,86E+07 | 1,29E+06 | 1,22E+07 | 1,19E+07 37% 0,84
trehal6z -20°C
PVA+sovany tejpor+
3,43E+07 | 2,07E+07 | 8,6E+06 | 4,21E+06 | 3,94E+06 11% 2,5
szachardz 7°C
PVA+sovany tejpor+
6,32E+07 | 3,26E+07 | 7,24E+07 | 2,36E+06 | 1,42E+07 41% 0,7
szacharoz -20°C
PVA+
. 3,02E+07 | 3,6E+07 | 1,32E+07 | 9,96E+07 | 8,5E+06 28% 1,18
Osszes stabilitasjavito 7°C
PVA+ Gsszes
3,02E+07 | 6,4E+07 | 2,95E+05 | 1,97E+07 | 2,79E+07 92% 0,3

stabilitasjavité -20°C
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Lathato, hogy az Osszes vizsgalt stabilitasjavitdé kombindcidé esetében magasabb talélést
sikeriilt elérni, mint a stabilizalé szer nélkiili esetekben. Az elektrosztatikus nanoszalképzés
soran az 0sszes vizsgalt esetben nagyszamu baktériumot tartalmazo végterméket hoztam létre,
amelyek bizonyos esetben még 1 év utan is jelentés mértékben megérizték stabilitasukat. A

kovetkezOkben a tablazatban kozolt eredményeket részletesen targyalom.

4.2.2.1 Trehaloz, szacharéz alkalmazasanak hatasa a csiraszam valtozasara

Az aldbbi abrak (13. - 14. 4bra) a stabilitasi eredményeket mutatjak, trehaloz illetve

szacharo6z jelenlétében.

PVA+ trehaloz

1,00E408

1,00E+07 A

1,00E+06 — =

an 1,00E+05 —

£ —

5 1,00E+04

U 1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

0

1hét 1hénap 4hénap  _ 8hénap 1év
idé (nap)

=—=T7°C =li—-20°C

12. abra: Trehaloz hatasa a baktériumok stabilitasara
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PVA+ szacharéz

1,00E+08

1,00E+07 —
’ K

1,00E+06

—=l—

T—
- —

—u
—

1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03

CFU/mg

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00 - - - - -
0. 1hét 1hénap  4hdnap 8 honap 1év

id6 (nap)
——7°C ——-20°C

14. abra: Szacharoz hatasa a baktériumok stabilitasara

Az eldallitott mintak koziil a cukrok (trehaldz, szachardz) egyediili alkalmazasanal
tapasztaltuk a legkisebb stabilitast, azonban mar igy jelentds javulas mutatkozott a stabilizalo
szer nélkiili eredményekhez képest. A trehaloz és szaChardz esetében is 1 hét utan csiraszam
novekedés volt tapasztalhatdo. A szaporodas oka lehet, hogy a szalhuzott végtermékben kis
mennyiségli viz volt jelen, ami lehetOvé tette a tapanyagfelvételt és igy a baktériumok
szaporodasat. Az eredményességet az is j6l mutatja, hogy a fagyasztott mintak esetében a
talélés 1 év utan is 30 % koriili volt, mig a stabilizalé nélkiili mintdkban mar nem volt ¢é16

baktérium.
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A kovetkezd abran (15. abra) a két cukor (trehaldéz, szachar6z) kozos alkalmazasanak

hatasat vizsgalom.

PVA+ szachardoz+ trehaléz

1,00E+07
T—
1,00E+06 -

1,00E+05

*N

1,00E+04

1,00E+03

CFU/ mg

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00
AUETOY 0 Thét 1hdnap 4 honap 1év

idd (nap)
——7°C =—fli—-20°C

15. abra: Szacharoz és trehaldoz hatasa a baktériumok stabilitasara

A két cukor kozos alkalmazdsa esetén sikeriilt javitanom a korabban targyalt
eredményeken. Az 1 év utan vizsgalt talélés nagyjabdl a duplajara névekedett mindkét
héfokon a cukrok egyediili alkalmazasahoz képest. A 7°C-on tarolt mintak esetében 17%-0s,
mig -20°C-on taroltak esetében mar 62%-0s tulélés volt megfigyelhet6, ami megerdsiti a

cukrok pozitiv hatasat a baktériumok stabilitasara.

4.2.2.2 Sovany tejpor alkalmazasanak hatdsa a csiraszam valtozasara

Egy masik altalam hasznalt stabilizaloszer a sovany tejpor volt. Fagyasztva szaritds soran
gyakran alkalmazott segédanyagnak szamit. Hatékony komponens lehet, hiszen a
sejtmembran alkotdinak stabilizalasdval megakaddlyozza a celluldris sériilések kialakuldsat.
Tovabba a tejfehérje tartalma védébevonatot képez a sejtfal koriil, igy ndveli a baktériumok
tulélési esélyeit a szaritas sordn [22].

Munkam soran vizsgaltam a sovany tejpor egyediili illetve trehal6zzal, szachardzzal kozos
alkalmazasanak hatédsat is az elektrosztatikus szalképzés soran. A 16. dbra a sovany tejpor

egyediili alkalmazasanak hatasat mutatja be.
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PVA+ sovany tejpor

1,00E+08

1,00E+07 ;

1,00E+06 - —— = —

1,00E+05 . *
& 1,00E+04
—
2 1,00E+03
o

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00 - - _

0 1hét 1hénap 4hdnap 8 hénap lév
idd (nap)
——7°C ——-20°C

16. abra: Sovany tejpor hatasa a baktériumok stabilitasara

A diagramon lathato, hogy ebben az esetben is jelent6s javulas mutatkozott a csiraszamban
a stabilitdsjavitdé nélkiili eredményekhez képest. A sovany tejpor alkalmazasa kevésbé volt
hatékony, mint a stabilizalo cukrok jelenléte. 7°C-on 2%-os tulélés volt jellemzd, ami a
cukorral kezelt mintak stabilitasanak harmada, mig -20°C-on 17%-0s talélés volt jellemz6, ami

ugyancsak a cukorral kezelt mintak stabilitasanak mar tobb mint a fele, ami a sovany tejpor

krioprotektiv tulajdonsagaval magyarazhato.

A tovabbiakban azt vizsgéltam, hogy a cukrok sovany tejporral k6zos alkalmazasa javit-e
ezen a tendencian. Két cukor esetében az eredmények nagyon hasonldak voltak, ezért a két

esetet kozosen targyalom. A kovetkez6 abrak (17.-18. abra) a kapott eredményeket mutatjak.
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PVA+ szachardz+ sovany tejpor

1,00E+08
1,00E+07 5@ —{1
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1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04
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17. abra Szacharéz és sovany tejpor hatasa a baktériumok stabilitasara

PVA+ trehaléz+ sovany tejpor

1,00E+08
1’00 E+07 %

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04
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1,00E+03

1,00E+02
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1,00E+00
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——7°C —li—-20"C

18. abra: Trehaloz és sovany tejpor hatasa a baktériumok stabilitasara

Amint az varhatd volt, a trehal6z vagy szacharéz sovany tejporral kdzosen alkalmazva
javulast mutat a hossza tava tarolas soran (7°C-on 15%, -20°C-on 40% koriili talélés) a tejpor
egyediili alkalmazasahoz képest. Nagyjabol igaz az, hogy a kombinalt alkalmazas soran, a
csak cukorral, illetve csak sovany tejporral készitett mintdk stabilitasi értékeinek Osszegét

kaptuk.
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Az eddigi eredményekbdl jol lathatd, hogy a hosszu tava stabilitast leginkabb a cukrok
mennyisége befolyasolja, illetve a fagyasztva tarolt mintdk esetében jelentds hatdsa van a
sovany tejpornak is. Ezért vizsgaltam, a harom stabilizalo szer (trehal6z, szaChar6z, sovany
tejpor) kozos alkalmazéasanak hatdsat is a stabilitasra nézve. A 19. abra a kapott eredményeket

mutatja be.

PVA+ stabilizaloszerek
1,00E+09
1,00E+08 P‘:
1,00E407 = = —— —
1,00E406
1,00E405
1,00E404
1,00E403
1,00E402

1,00E+01
1,00E+00

CFU/mg

0 1hét 1hdnap 4 hénap 8 hdnap 1év

id6 (nap)
——7°C ——-20°C

19. abra: Szachardz, trehaléz, sovany tejpor hatasa a baktériumok stabilitasara

Az Osszes stabilizdldo anyag jelenléte mellett nagyon magas baktérium szamot tudtam
elérni. EImondhato tehat, hogy a stabilizalok egyiittes jelenléte rendkiviil hatasosnak bizonyul
a hosszu stabilitasra nézve. Hatékonysagat mutatja, hogy a végtermék a kiindulasi 10 millios
nagysagrendi baktériumszamot 1 év utan vizsgalva is kozel 100%-ban ( -20°C: 92%-0S

tulélés) tartalmazza.

A kapott eredmények kovetkeztében, felmeriilt a lehetdség, hogy akar szobahdmérsékleten
is hosszutavon tarthato lehetne a hatasos dozisnak megfelel6 csiraszam. Az alabbi tablazat (7.

tablazat) és diagram (20. abra) a kapott eredményeket mutatja.
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7. tablazat: PV A+ osszes stabilizaloszer jelenlétének hatasa a stabilitasra

0.nap 1 hénap
(CFU/mg) (CFU/ mg)

PVA 7°C 3,2E+07 3,6E+07

PVA -20°C 3,2E+07 6,4E+07
Szobah6mérséklet 3,2E+07 3,02E+05

Szobahémérséklet hatasa a stabilitasra nézve
(PVA+ stabilitasjavitok)

1,00E+08 ¢ ‘%‘
& 1,00E+06 —
= =
-
(1
O 1,00E+04
1,00E+02
1,00E+00 . U
0 1 hét idé (nap) 1 honap
== PVA+ stabilitasjavitok 7°C == PV A+ stabilitasjavitok -20°C
=== PV/A stabilitasjavito nélkiil 7°C = PV/A stabilitasjavito nélkiil -20°C
= PV/A+ stabilitasjavitok szobahdmérséklet o PVA stabilitasjavitoé nélkiil szobahémeérséklet

20. abra: Szobahomérséklet hatasa a baktériumok stabilitasara

A diagramon Osszehasonlitasképp a PVA-val (stabilitasjavitok nélkiil) végzett

elektrosztatikus szalképzés eredményeit is feltiintettem.

Lathato, hogy az 1 honapos stabilitdsvizsgalat nagymértékii csiraszdm csokkenést mutat a
szobahOmérsékleten tarolt minta esetében, azonban kdzel sem pusztult el az 6sszes baktérium.
Mindez azt jelenti, hogy ha 1 honap alatt kdzel a szdzadéra csdkken a baktériumszadm, akkor a
baktériumot tartalmazé termék nem vesziti el hatékonysagat, ha egy ideig nem a hiitdben

taroljak, ami a pacienseknek nagy konnyebbséget jelent a mindennapi alkalmazas soran.
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4.2.3 Az elektrosztatikus szalképzés méretnovelhetosége

A korabbiakban bemutatott technoldégia méretnovelhetosége kulcsfontossdgu kérdés a
késGbbi ipari alkalmazasok megvalésitdsahoz. Igy munkam soran szamomra is fontos feladat
volt a technoldgia méretnovelhetdségének vizsgalata. A kisérletek soran két kiilonbdzo elven
megvalositott méretndvelés altal magas termelékenység (10 ml/h, 15mi/h) mellett, folytonos
szalképzést sikeriilt elérni, az eredeti kapacitast (1 ml/h) tizszeresére, illetve tizenotszordsére
novelni. A kapott szalhuzott végtermék kozel 100%-ban tartalmazta a kiindulasi oldat
csiraszamat, ami azt mutatja, hogy a médszer nagyobb méretben is megfelelden kiméletes. Az

alabbi tablazat (8. tablazat) a kapott eredményeket mutatja.

8. tablazat: Méretnovelési eredmények

Méretnovelés soran eldallitott

végtermék
(CFU/ mg)
Ujonnan fejle:sztett 1,63E+07
berendezés
Méretnovelés 5,76E+07

porlaszté levegbvel

A kordbban feltlintetett Osszefoglalo tablazatban (6. tablazat) lathato, hogy 1 év utan
vizsgadlva mar 0,3 mg végtermék is tartalmazza a hatdsos doézist. Elektrosztatikus
szalképzéssel pedig ipari Iéptékben napi 10 kg-os termelés mar megoldott, ami azt jelenti,
hogy napi tobb mint 30 millié hatasos dozist tartalmazd végterméket is el lehetne allitani.
Tovabba ha tarolas soran a baktériumoknak megfeleld koriilményeket (stabilizalé anyagok)
biztositunk, a technoldgiaval eldallitott végtermék hosszi ideig tartalmazza a hat4sos

dozisnak megfeleld baktérium mennyiséget.

4.3 Kioldédas vizsgalatok

A szaritasi folyamat utolso 1épése az €16 sejtek visszanyerése. A kioldddas vizsgéalatoknal a
szalas anyag szinte pillanatszeriien feloldodott, ahogy a folyadékfelszinnel érintkezett, igy a
polimerbe dgyazott baktériumok szinte azonnal, oldatba keriilt. Az alabbi diagramok (21.4bra)

a kozolt eredményeket mutatja.
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21. abra: Kiolddédas vizsgalatok eredményei

A szilard formaja baktérium, amely képes pillanatszerti oldodasra lehetdséget nyujt olyan
alkalmazasra, amely 0tvozi a szilard gyogyszerformak eldonyeit (pl. stabilitds) a folyadék
gyogyszerformak elényeivel (pl. gyors hatas), hiszen a stabilan tarolhato szilard format elég
kozvetleniil az alkalmazas elétt a vivoanyagban feloldani. Az ilyen uj, gyogyszerbejuttatd

rendszer, ndgydgyaszati megbetegedések soran javithatja a terapia hatékonysagat.

Egy lehetséges megvaldsitas, ami a jol oldodo szalak és egy folyadék felszivasra alkalmas
csO kombinacidjan alapul, miszerint a csOben elhelyezett hatdoanyag tartalmu szalak azonnal
oldodnak akkor, amikor a kezelendd személy folyadékot sziv fel, és igy a hatdéanyag oldat

formaban juttathato célba.
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5  Osszefoglalas

Munkdam sordn olyan gyogyszer technologiai eljarasok fejlesztésével foglalkoztam,
amelyekkel lehetséges biohatdanyagok stabil szilard formajat eléallitani, és hatékony
alternativajaként szolgalhatnak az iparban altalanosan alkalmazott fagyasztva szaritasnak. Az
egyik ilyen technolédgia a filmbevonds volt, amellyel hatékonyan egy Iépésben allithatunk eld
nagy ¢élobaktérium-tartalmu tablettakat, és igy elkeriilheté a hagyoméanyosan a szaritasi 1épést
(fagyasztva, porlasztva szaritast) kovetd tablettazasi modszernél fellépd mechanikai stressz
illetve a surlodas miatti hdmérsékletndvekedés okozta tovabbi csiraszam csékkenés.

A masik alkalmazott modszer egy igéretes nanotechnologiai eljaras az elektrosztatikus
nanoszalképzés volt. A kisérletek soran alkalmazott modellhatéanyag egy fontos probiotikum,
a Lactobacillus acidophilus volt.

Sikeresen alkalmaztam a filmbevonast a Lactobacillus acidophilus szilard formulalasara. A
technologia soran sikeriilt stabil szilard format Iétrehoznom, ami tartalmazta a hatasos
dozisnak megfeleld csiraszdmot. A filmbevonds soran alkalmazott stabilitasjavitok (trehaldz,
szachardz, sovany tejpor) jelenlétében sikeriilt a tarolas soran tapasztalt csiraszam csokkenést
tizedére csokkenteni.

Az elektrosztatikus szalképzés soran is sikeriilt a baktérium polimer nanoszalakba épitése.
A technoldgia kiméletességét mutatja, hogy mar igen kis mennyiségii szalhtizott végtermék is
minden esetben tartalmazta a hatdsos dozisnak (10 millid6 €16 baktérium) megfeleld
baktériumszamot. A  baktériumok korabbi stabilitdsi eredményein stabilitasjavito
segédanyagok alkalmazasaval javitani tudtam. Egyes esetekben 1 év utan is kozel 100%-0s

talélést sikeriilt elérnem.

A technologia ipari alkalmazhatésdganak bizonyitdsdra méretndvelési kisérleteket
végeztem. A folyamat soran folytonos szalképzést sikeriilt elérni, ahol a végtermék a hatésos
dozisnak megfeleldé csiraszdmot 100%-ban tartalmazta, ami azt jelenti, hogy az elvégzett

méretndvelés nem volt negativ hatdssal a baktériumok tulélésére.

A kioldodasi vizsgalatok soran a szalhtizott végtermék pillanatszerii oldodasa volt
jellemzd. Mindez lehetdséget nyujt olyan 0j gyogyszerbejuttatd rendszerek fejlesztésére,

amelyek ndgyogyaszati megbetegedések soran jelentdsen javithatjak a terapids hatékonysagot.
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Végiil megallapithatd, hogy az elektrosztatikus nanoszalképzés kiméletes szaritast tesz
lehet6vé, alacsony energiafelhasznalassal, gyors és folytonos termelést biztositva, valamint
méretndvelése is megoldott. Igy az elektrosztatikus szalképzés hatékony és gazdasagos

megoldast jelenthet a probiotikumok szilard formulalasara.
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