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SANTRAUKA

Probiotikai vis placiau naudojami kosmetikoje. Siekiant padidinti bakterijy gyvybinguma, jos
ikapsuliuojamos polimerinése matricose. Alginatas dél savo unikaliy savybiy probiotiky
jkapsuliavimui naudojamas jau daugelj mety. Taciau i§ alginato pagamintos kapsulés daznai yra
Kietos ir tvirtos, o tai produktui suteikia nepageidaujamag smélio tekstiirg. Todél Sio darbo tikslas —
pagaminti kapsules, kurios savo savybémis leisty kuo ilgiau ir efektyviau iSsaugoti probiotiniy
bakterijy gyvybines funkcijas ir tikty probiotiniy bakterijy panaudojimui kosmetikoje.

Siekiant gauti skirtingos sudéties kapsules ekstruzijos biidu, buvo naudojami natrio alginato,
pektino ir hidrosksietilceliuliozés polimery tirpalai sumaiSyti jvairiais santykiais.

Mechaniniy savybiy tyrimai parodé, kad didéjant hidroksietilceliuliozés koncentracijai
kapsulése, maz¢ja jy kietumas. Pastebéta, kad visy riisiy kapsuliy dydis po liofilizacijos sumazéjo ir
neatsistaté brinkinant. Nustatyta, kad liofilizuoty kapsuliy pory dydis siekia vidutiniskai 15-30 pm.

Tyrimai parodé, kad glicerolio stearatas, cetearilo alkoholis ir glicerolis nepasizymi
antimikrobiniu poveikiu pries§ nejkapsuliuotas Lactobacillus plantarum. Tuo tarpu ceteareth 20 jtaka
grynai kultlirai yra stipresné nei kity emulsikliy. Stipriausiu antimikrobiniu aktyvumu pries
tiriamasias bakterijas pasizyméjo nattraliis konservantai — tai benzoiné rugstis ir natrio benzoatas su
gliukonolaktonu.

Nustatyta, kad jkapsuliavimas padidina probiotiky gyvybinguma, bet liofilizacija jj sumaZina.
Darbo metu buvo pagamintas kremas ir pienelis su probiotikais. IStyrus nejkapsuliuoty ir
jkapsuliuoty bakterijy gyvybingumg kreme, pastebéta, kad jkapsuliuoty bakterijy gyvybingumas yra
didesnis nei nejkapsuliuoty. Bakterijy atsipalaidavimo ant odos pavirSiaus, tepant kremga, tyrimai
parodé, kad daugiausiai probiotiniy bakterijy atsipalaidavo i§ kapsuliy, kuriy sudétyje yra daugiausia

hidroksietilceliuliozés.
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SUMMARY

Probiotics are increasingly used in the cosmetics. In order to increase the viability of bacteria,
they are encapsulated in polymer matrices. Alginate has been successfully used for many years for
the entrapment of probiotics due to its unique properties. Nevertheless, alginates beads are solid and
crumbly so this impair the textural properties of products. The aim of this work is to produce
capsules which properties would allow to maintain high viability of probiotic bacteria Lactobacillus
plantarum and woud be suitable for their application in the cosmetics.

In this study beads were obtained by extrusion technique using sodium alginate, pectin and
hydroxyethylcellulose. Polymers were mixed in various ratios in oder to get different samples.

The tests of mechanical properties showed that the hardness of capsules decreases with
increasing hydroxyethylcellulose concentration in the capsules. It must be noted that the size of all
kinds of beads has decreased after freeze-drying and didn‘t swell. The studies have shown that the
average pore size of freeze-dried capsules was 15-30 um.

It was examined that glyceryl stearate, cetearyl alcohol and glycerol had no antimicrobial
effect against non-encapsulated Lactobacillus plantarum. Meanwhile, the influence of ceteareth 20
on bacteria was stronger than other emulsifiers. The strongest antimicrobial effect against tested
bacteria had natural preservatives — benzoic acid and sodium benzoate with gluconolactone.

It was observed that encapsulation increases the viability of probiotics while freeze-drying
decreases it. In this research cream and lotion with probiotics were produced. The studies have
shown that viability of encapsulated bacteria in cream was higher than non-encapsulated bacteria.
Analysis of entrapped bacteria release revealed that capsules with higher amount of

hydroxyethylcellulose demonstrated the greatest release.



SANTRUMPOS
G — L-gulurono ruagstis
M — D-manurono ragstis
L. plantarum — Lactobacillus plantarum
V/A emulsija — vandens aliejuje emulsija
KSV - kolonijas sudarantys vienetai
HEC - hidroksietilceliuliozé



JZANGA

Pastaruoju metu probiotiky populiarumas tarp vartotojy labai padidéjes, nes jie padeda
pagerinti ir iSlaikyti sveikatg. Dauguma komerciniy probiotiniy produkty yra skirti zmogaus
virSkinamojo trakto problemoms spresti. Taciau per pastaruosius kelerius metus probiotiky
panaudojimo sritys iSplito ir dabar jie placiai naudojami maisto pramong¢je, kosmetikos ir buitinés
chemijos pramoné¢je, biotechnologijoje, farmacijoje. Ateityje viena i§ naujausiy probiotiky
panaudojimo sri¢iy galéty bati psichiniy ligy, ypa¢ depresijos, gydymas ir profilaktika.

Probiotiky nauda Zmogaus sveikatai yra akivaizdi. Jie pasizymi mitybiniu, fiziologiniu poveikiu,
imunomoduliaciniu ir antimikrobiniu veikimu. Nustatyta, kad probiotikai padeda apsisaugoti nuo
kvépavimo taky infekcijy, palaikyti normalig Zarnyno mikroflora, turi antikancerogeninj poveikj. Jie
naudojami atkuriant Zmogui naudingg odos mikroflora, gydant dermatologines ir atopines ligas,
randus ir nudegimus, apsaugai nuo UV spinduliy, kaip odos senéjimg stabdanti priemoné.
Probiotikai gali biiti naudingi sergantiems maisto alergija, netoleruojantiems laktozés dél laktazés
stokos.

Visai neseniai probiotinémis bakterijomis susidomejo ir kosmetikos gamintojai, taciau jie
susidiiré¢ su bakterijy iSlaikymo problema, nes bakterijos yra jautrios aplinkos veiksniams. Todél
norint iSlaikyti auks$tg probiotiniy bakterijy gyvybingumo lygj, bitina jas apsaugoti. [rodyta, kad
jkapsuliavimas ir imobilizavimas yra vieni i$ efektyviausiy btidy siekiant apsaugoti probiotikus nuo
neigiamo aplinkos ar kontaktuojanciy medziagy, pvz.: konservanty, antimikrobinj poveikj turin¢iy
ekstrakty, eteriniy aliejy bei kity kosmetikos gaminio komponenty, poveikio. Be to, kapsuliavimo
sistemos geba probiotikus pristatyti ] tiksling vieta ir atpalaiduoti juos reikiamu laiku. Mokslinés
literatiiros apie probiotiky kapsuliavimo metodus yra nemazai, taciau informacijos apie kapsuliuoty
bakterijy gyvybinguma kosmetikos priemonése truksta. Todél ne tik svarbu surasti efektyvy
probiotiky jkapsuliavimo metoda, bet ir iStirti jvairiy kosmetikoje naudojamy komponenty poveikj
probiotiniy bakterijy gyvybingumui.

Darbo tikslas — pagaminti kapsules, kurios savo savybémis leisty kuo ilgiau ir efektyviau
i§saugoti probiotiniy bakterijy gyvybines funkcijas ir tikty probiotiniy bakterijy panaudojimui
kosmetikoje.

Darbo uzdaviniai:

e nustatyti Lactobacillus plantarum kultivavimo salygas;

e pagaminti skirtingos sudéties kapsules;



istirti kapsuliy mechanines savybes, brinkuma;

liofilizuoti kapsules ir istirti liofilizuoty kapsuliy savybes;

optimaliausiomis savybémis pasizyminciose kapsulése imobilizuoti probiotikus L.
plantarum;

jvertinti L. plantarum bakterijy gyvybinguma liofilizuotose ir neliofilizuotose
kapsulése laikymo metu;

nustatyti nejkapsulivoty ir jkapsuliuvoty probiotiky (liofilizuoty ir neliofilizuoty)
gyvybingumg pagrindiniuose kosmetikos preparaty komponentuose;

pagaminti odos prieziliros preparatus ir istirti nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty bakterijy
gyvybingumg juose;

jvertinti bakterijy atsipalaidavimg ant odos tepant krema su jkapsuliuotomis

bakterijomis.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Probiotiky jkapsuliavimui naudojamos medziagos

Biologiné medziaga — tai bet kuri natiirali ar sintetiné medziaga, turinti tiesioginj kontaktg su
gyvomis Igstelémis ir dalyvaujanti biologinéje sistemoje [1]. Probiotiky jkapsuliavimui naudojamos
tiek natiiralios, tiek sintetinés biologinés medziagos [2]. Natdrals ir sintetiniai polimerai, kurie
tiesiogiai kontaktuoja su gyvomis lgstelémis turi biiti biosuderinami ir bioskaidis [3]. Nors
sintetiniai polimerai suteikia didesnj; mechaninj stiprumg ir geresnj cheminj stabiluma, gamtiniai
polimerai kapsuléms formuoti yra geresné alternatyva nei sintetiniai [4]. Naudojant gamtinius
polimerus gamybos procesas vykdomas Svelnesnémis sglygomis, jis maziau kenksmingas lasteliy
gyvybingumui [4]. Be to, gamtiniai polimerai yra ekologiskos, nebrangios medziagos, norint juos
gauti nereikia atlikti sudétingos cheminés sintezés, nes dauguma jy prieinami zaliavine forma i$
natiiraliy Saltiniy [5]. Biomedziagos probiotiky kapsuliavimui parenkamos pagal fizikines ir
chemines savybes, t. y. pagal cheming sudétj, morfologijg, mechaninj stipruma, daleliy dyd;,
stabilumg virSkinamajame trakte; taip pat jvertinant jy toksiSkumg bei gamybos ir sterilizavimo
procesy kastus [1,6]. Siekiant padidinti lgsteliy gyvybinguma gamybos proceso ir saugojimo metu, |
polimerines matricas papildomai gali biiti inkorporuoti krio- ir osmoprotektantai [3].

Ikapsuliavimo efektyvumas ir kapsuliy stabilumas labai priklauso nuo jkapsuliuojancios
medZziagos, kuri daznai vadinama dengiamaja arba iSorine medZiaga, membrana, lukstu, karkasu,
apvalkalu, kapsule, pernesancia medziaga, iSorine faze ar matrica [2,7,8]. Dengiancios medziagos
turi pasiZymeéti tokiomis savybémis: jos turi stabilizuoti branduolio ingredientus, kontroliuoti
atsipalaidavimg savitosiomis sglygomis, buti inertiSkos aktyviems komponentams, ekonomiskos,
lankscios, nehigroskopiskos, beskonés, stabilios, tirpios vandeniniuose tirpaluose ar tirpikliuose [1].
Taip pat jos turi biiti mechaniSkai stiprios, suderinamos su jkapsuliuojamomis medziagomis,
pasizyméti maza klampa, emulsinémis ir pléveles formuojanc¢iomis savybémis [2]. Probiotiniy
lasteliy jkapsuliavimui naudojami jvairiis biopolimerai: alginatas, karageninas, Zelatina, pektinas,
chitozanas, celiuliozés acetato-ftalatas, iSriigy ir pieno baltymai, krakmolas, ksantanas, gelanas [1,2].

Issamesné informacija apie kiekvieng polimerg pateikta kitame poskyryje.
1.1.1 Alginatas

Algino rugstis ir alginatai (Zr. 1.1 pav.) jkapsuliavimo tikslais pradéti naudoti 1980 metais.

Nuo tada buvo atlikta daugybé alginaty taikymo tyrimy, tod¢l Siandien alginatas yra daZzniausiai
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naudojama medziaga gyvy lagsteliy jkapsuliavimui ir imobilizavimui. Alginatas yra polianijoninis
polisacharidas, paprastai iSgaunamas i§ jvairiy rasiy rudyjy jiros dumbliy [9-11]. Taip pat jj gamina
dviejy genciy bakterijos — pseudomonas ir azotg fiksuojancios bakterijos [11,12]. Natrio alginatas
yra algino rugsties natrio druska [12]. Tai linijinis neSakotos grandinés blokinis kopolimeras,
sudarytas i§ a-(1-4) rySiais sujungty L-gulurono riigsties (G) bei B-(1-4) rySiais sujungty D-
manurono ragsties (M) liku¢iy [2,5,10,11,13,14]. G ir M liekanos sudaro i§ eilés einancius
homopolimerinius G blokus (GG), i§ eilés einancius homopolimerinius M blokus (MM) ir
pakaitomis einan¢ius misrius M ir G blokus (GM) (Zr. 1.1 pav.) [10]. Kiekvieno bloko ilgis, santykis
tarp G ir M bloky yra kintantis ir priklauso nuo dumbliy Saltinio, i§ kurio yra iSgaunamas [9-11].

Skirtingas G/M santykis lemia skirtinga mechaninj stabilumg [11,15] ir alginato technologinj

panaudojima [1,3].
COO-
/_0\;" coo- 3"
CPKCH OH OH OH OH
M G
e \I/N7\-- ; ..'.' o <2 ‘ - e
G G M M G

MMNMM MGGGGGGMGMGGGGGGGGMGMGMGMG/
M-blokas G-blokas G-blokas MG-blokas

1.1 pav. Alginato chemings struktiiros fragmentas [6]

Alginatas lengvai gelizuojasi esant nedideliam dvivalendiy katijony, pvz.: Ca?*, Sr¥*, Ba?",
kiekiui [9,10,13,16,17]. Vienvalenciai ir Mg?* jonai nesukelia gelizacijos. Sutinklinus Sr?*, Ba*
jonais gaunasi stipresni geliai nei su Ca?*. Katijonai Pb?*, Cu?*, Cd?*,Co?*, Ni?*, Zn?* ir Mn?" taip
pat tinklina alginata, bet dél jy toksiSkumo retai naudojami [12,19]. Nustatyta, kad tarpmolekuliniai
skersiniai rySiai daugiausia susidaro G blokuose [10,14]. Vieno polimero grandinés G blokai
susijungia su gretimo polimero grandinés G blokais per dvivalencius katijonus, tokiu budu

suformuodami trimatj tinkla, kuris daznai vadinamas ,,kiauSinio—dézutés struktira [10,12,14,18].
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Gelio kietumas priklauso nuo alginato L-gulurono rugsties (G) grandziy kiekio [3]. G-rugsciy
grandziy turtingas alginatas paprastai formuoja kietus ir trapius gelius [1,11], o daug M-rugsciy
liku€iy turintis alginatas sudaro minkstus ir elastingus gelius [10].

Natrio alginatas probiotiky jkapsuliavimui naudojamas dél savo pigumo [2,6,7,9,14,19,20],
naudojimo paprastumo [2,6,7,14,19,20], lengvo gelio matricy formavimo aplink bakterijy Iasteles
[2,6,14], netoksiskumo [2,9,14,16,19,21,22], Svelniy gamybos salygy [2,6], tinkamo Igsteliy
atpalaidavimo i$ kapsuliy [2], biologinio suderinamumo su kitomis medziagomis [2,6,9,16,21,23].
Taip pat jis apsaugo veikliuosius komponentus, lgsteles ir daugiausia probiotinius mikroorganizmus
nuo karscio, terpés pH, deguonies ir kity veiksniy [23]. Kadangi alginatas yra natiiralus polimeras,
jis lengvai preinamas ir yra bioskaidus [9,12,16,21]. Pagal maisto ir vaisty administracijg (angl.
FDA) alginato leistinoji paros dozé (LPD) yra nenurodyta, nes jis yra visuotinai pripazintas saugia
medziaga (angl. GRAS) [2,6,13,20]. Kadangi alginatas greitai sugeria vandenj [6,23], vandeniniame
tirpale jis paprastai naudojamas kaip tir$tiklis tirpalo klampai padidinti [10,23]. Alginato pKa verté
svyruoja tarp 3,20 ir 3,38 [18].

Alginatas jau kelis deSimtmecius plac¢iai naudojamas probiotiky jkapsuliavimui [13]. Jis ypac
tinka pieno riigsties bakterijoms jkapsuliuoti, nes labai padidina Siy bakterijy gyvybinguma
[6,20,23]. | alginato gelio matrica galima jterpti 1-3 pum skersmens bakterijy lasteles [6].
Dazniausiai probiotiky jkapsuliavimui naudojama alginato koncentracija yra nuo 0,5 iki 4 %
[2,3,6,14]. Vis délto, alginatas turi keletg trikumy. Visy pirma, jis yra jautrus riigsciai terpei
[3,6,7,14,17,19,22]. Greita drégmés ir kity skys¢iy difuzija per kapsule sumazina jos barjerines
savybes nuo nepalankiy aplinkos faktoriy [6,14]. Kapsuliy dydis daznai yra trukumas, nes kalcio
alginato granulés didesnés nei 1 mm, o tai gali sudaryti smélio tekstiirg. Didelis kapsuliy dydis taip
pat gali riboti bakterijy atpalaidavimo greit] i§ kapsuliy [24]. DidZiausias trikumas yra tai, kad
alginatui biidingas didelis pory dydZio pasiskirstymas (5-200 nm) [2,11,25]. DidZiausiomis poromis
pasizymi G grandimis turtingi alginatai [11]. Sis defektas gali biti kompensuojamas maiSant
alginatus su kitais polimeriniais junginiais, dengiant kapsules su prieSingo Zenklo kriivj turinCiais
polimerais arba naudojant struktoriSkai modifikuotg alginatg, kuris gaunamas pridedant jvairiy
priedy [2,6,9,16,17,19]. Polikatijonai, pavyzdziui, chitozanas arba poliamino rigstys sumazina
alginato gelio poringuma ir padidina kapsuliy stabilumg [7,13,16,19,20,22,23]. D¢l elektrostatinés
sgveikos tarp chitozano protonizuoty aminogrupiy ir alginato karboksigrupiy susiformuoja

polielektrolity komplekso mikrokapsulés membrana [21]. [vairiis tyrimai parodé, kad pridéjus
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krakmolo kaip uZpildo j alginato kapsuliy matrica, pageréja probiotiniy kultiry gyvybingumas
[6,19].

1.1.2 Chitozanas

Kitas nattiralus polisacharidas naudojamas probiotiky jkapsuliavimui yra chitozanas (Zr. 1.2
pav.). Chitozanas — tai teigiamg kravj turintis linijinés struktiros polimeras [1,2,3,6,17]. Jis
gaunamas chitino Sarminio deacetilinimo metu (zr. 1.3 pav.) [2,3,6,14,15,16,17,26]. Chiting sudaro
pusiau kristalinés struktiiros N-acetil-$-D-gliukozamino grandinés [11]. Jis chemiskai panasus ] kitg
struktiirinj polisacharida — celiuliozg, kurioje C-2 hidroksigrupé pakeista acetilamidogrupe.
Biopolimeras chitinas i$skiriamas i§ daugelio natiiraliy rasiy kaip jy egzoskeleto struktiirinis
komponentas [11,26]. Pagrindiniai chitino Saltiniai yra véziagyviy kiautai, vabzdziy odelés, gryby
membranos [2,3,6,14]. Komercinio chitino $altiniais dazniausiai yra kraby ir krevec¢iy lukstai. Norint
gauti chiting 1§ kriaukliy, ji reikia apdoroti riig§timi, kad iStirpty mineralai. Tada veikiant Sarmu
pasalinami baltymai ir hidrolizuojamos kai kurios acetilogrupés. Kai deacetilinta daugiau nei 75 %
chitino acetilogrupiy, medziaga vadinama chitozanu [11]. Deacetilinimo laipsnis (DL)

komerciniame chitozane svyruoja nuo 60 iki 100 %.

OH OH OH

MR %0 0&&
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
n

1.2 pav. Chitozano cheminés struktiiros fragmentas

Galima teigti, kad chitozanas — tai kopolimeras, sudarytas i§ dviejy monomery 75-95 %
gliukozamino ir 5-25 % N-acetil-D-gliukozamino vienety, sujungty f-1,4-glikozidinémis jungtimis
[3,15,19].
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1.3 pav. Chitozano gavimas [11]

Chitozanas gali lengvai suformuoti polielektrolity kompleksus su kitais polianijonais,
pavyzdziui, alginatu, pektinu, elastinu, ksantanu, karageninu ar net DNR [11,12]. Sis chitozano
gebéjimas sudaryti kompleksus su polianijonais priklauso nuo deacetilinimo laipsnio — kuo didesnis
DL, tuo daugiau aminogrupiy gali dalyvauti sudarant kompleksus [11].

Sutinklinus chitozang joniniu rySiu su polifosfatais ar natrio alginatu, pasiekiamas geresnis
kapsuliy stabilumas [2,6,14]. Lee ir kt. mokslininkai padaré iSvada, kad alginato kapsulés su
chitozano danga yra veiksminga priemoné norint uztikrinti pienartig§¢iy bakterijy gyvybinguma
Saldymo metu [2,15]. Chitozanas pla¢iai naudojamas kaip dengiamoji medziaga kapsuléms dél mazo
toksinio poveikio, lengvos bioabsorbcijos bei geros bioskaidos [1,2,3,6,12,17,19,21,27]. Kadangi
chitozanas pasizymi dideliu biosuderinamumu su gyvomis lgstelémis ir gera adhezija prie gleivingés,
jis labai tinka tiksliniam probiotiky atpalaidavimui tikslingje vietoje [6,17,19,21]. Dél gebéjimo
formuoti pléveles ir didelio paplitimo gamtoje chitozanas taip pat pla¢iai naudojamas transportiniy
medziagy paruoSimui [27].

Nepaisant gery chitozano savybiy, jis pasizymi keliais trukumais. Pirma, jis yra netirpus
vandeniniuose tirpaluose, kuriy pH reik§mé didesné nei 6, o tirpus tik partigstintuose tirpaluose
[1,3,6,11,15]. Antra, chitozanas pasizymi antibakterinémis savybémis, o tai apriboja jo naudojima
kaip dengiamaja medziagg bakterijy jkapsuliavimui [6]. Chitozanas gali biiti chemiskai
modifikuotas siekiant pagerinti jo tirpuma neutraliame pH arba sudarant kompleksus su kitais

polimerais nesumazinant jo biologinio suderinamumo ir bioskaidumo [11].
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1.1.3 Celiuliozés acetato-ftalatas

Dar viena plac¢iai naudojama dengiamoji medziaga yra celiuliozés acetato-ftalatas (CAF) [6].
CAF struktiirg sudaro celiuliozés polimeras, kurio 50 % hidroksigrupiy yra esterifikuotos acto

ragstimi ir 25 % grupiy yra esterifikuotos viena ar dviem ftalio rugsties grupémis (Zr. 1.4 pav.).

OH

1.4 pav. Celiuliozés acetato-ftalato cheminés struktiiros fragmentas [6]

Dél saugios prigimties Zmogaus organizmui ir atsparumo riagstims jis vartojamas kontroliuoti
vaisty i$siskyrima Zarnyne [1,6]. Sio komponento pagrindinis privalumas yra tas, kad dél jo
jonizuoty ftalato grupiy jis yra tirpus esant pH > 6, bet netirpus esant pH < 5 [1,6]. Tokia savybe
ypac palanki probiotiky jkapsuliavimui [6] siekiant, kad kapsulés nesuirty skrandyje.

1.1.4 Krakmolas

Probiotiky ikapsuliavimui daznai naudojamas visuose zaliuosiuose augaluose randamas
polisacharidas krakmolas [2]. Krakmolas sudarytas i§ a-D-gliukozés vienety sujungty
glikozidinémis jungtimis (Zr. 1.5 pav.) [2,3,6]. Kaip ir chitozanas, krakmolas naudojamas kaip

dengiamoji medziaga alginato kapsuléms [3,6].

9 @Q/O Maltozés vienetas

°Ho&/£\ N f }
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=AW
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1.5 pav. Krakmolo cheminés struktiiros fragmentas

Ikapsuliavimui naudojamas trijy risiy krakmolas: liofilizuotas griidy krakmolas, modifikuotas

krakmolas ir daug amilazés turintis krakmolas. Liofilizuotas gridy krakmolas (angl. LCS)
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naudojamas kapsuléms formuoti, taciau kapsulés suyra veikiant kasos fermentams [3,6]. Tuo tarpu
modifikuotas krakmolas (angl. RS) néra suardomas kasos amilazés plonojoje zarnoje. Tokio
krakmolo panaudojimas Zzymiai pagerina jkapsuliuoty probiotiky gyvybinguma [2,3,6]. Daug
amilazés turintis kukuriizy krakmolas (angl. HACS) gali buti naudojamas norint pagerinti kapsulés
ar apvalkalo/dangos formavimasi [3,6]. [rodyta, kad alginato ir krakmolo miSinys padidina skirtingy

bakteriniy lasteliy, ypac pieno rtigsties bakterijy, jkapsuliavimo efektyvuma [6].
1.1.5 Zelatina

Zelatina (Zr. 1.6 pav.) yra heterogeninis vieno ar keliy polipeptidy likuéiy ir baltymy misinys,
pagamintas 1§ dalies hidrolizuojant kolageng, gaunamga ekstrahuojant ji i§ gyviny odos ar kauly

[1,2,6]. Komercingé Zelatina skirstoma j dvi grupes: A ir B tipo [6].

/ 728
O Oy 4y Oy
o) l—CL NH CH, NH P!J—Cl)(
FNL NS 7 \/N L )
CO==NM CO cO ==C0==N{ (O CH==00 («e)

1.6 pav. Zelatinos cheminés struktiiros fragmentas [6]

Probiotiky jkapsuliavimui Zelatina naudojama atskirai arba kartu su kitais polimerais [1,2,6]. Ji
turi ypatingg struktiirg ir universalias funkcines savybes, pasizymi didele klampa vandenyje, sudaro
termogriztamg geli (geliu virsta ausSinimo metu) [1,2,6,14]. Siekiant stabilizuoti gelj,
makromolekulés tinklinamos glutaraldehidu arba chromo druskomis [1,2]. Zelatinos amfoteriné
prigimtis suteikia sinergistinj poveikj su anijoniniais polisacharidais, pavyzdziui, gelanu [1,2,6,14].
Sie hidrokoloidai gerai mai3osi, kai pH daugiau nei 6. Ta¢iau Zelatina jgauna teigiamg kravj, kai pH
reikSmé yra maZesné nei izoelektrinio tasko, o tai sukelia stiprig saveika su neigiamg kriivj turinéiu
gelanu. Zelatina naudojama kapsuléms gauti, taikant ekstruzijos technologija arba gaminant V/A

emulsija [1,2].
1.1.6 Pieno baltymai

Pieno baltymai yra labai jdomi jkapsuliavimo medziaga dél savo struktiiros, fizikocheminiy
savybiy ir biosuderinamumo. Kaip ir Zelatina, pieno baltymai pasizymi puikiomis gelizuojanc¢iomis

savybémis. Jie naudojami kaip natiiralios transportinés medziagos probiotiky lasteléms [1,2]. Taip
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pat labai populiartis yra iSriigy baltymai, kurie naudojami kaip dangiamoji medziaga, nes yra
bioskaidus. ISriigy baltymai yra sferiniy baltymy, iSskirty i$ iSrtigy, miSinys. Tai i§ karvés pieno
gaminamy striy Salutinis produktas. Skiriamos keturios pagrindinés baltymy klasés isrigose: tai /-
laktoglobulinas, a-laktoalbuminas, serumo albuminas ir keletas immunoglobuliny. Dauguma Siy
baltymy yra sferinés konformacijos, jie jautras kar$¢iui, aukStam slégiui, nes Sie veiksniai sukelia jy
denatiiracijg ir agregacija [6]. ISrugy baltymai gaunami ultrafiltracijos biidu, kurios metu mazos
molekulinés masés junginiai, tokie kaip laktoz¢, mineralai, vitaminai ir azoto junginiai, pasalinami j
permeata, o baltymai sukoncentruojami retentate. Sie baltymai yra labai populiards dél jy
amfoterinio pobudzio [1], plévele formuojanciy savybiy ir daznai naudojami kaip apsauginé
medziaga purSkiamojo dziovinimo metu, po kurio gaunamos vandenyje tirpios mikrokapsuliy
sistemos. Jie gali biiti lengvai maiSomi su neigiamg kriivj turinciais polisacharidais, tokiais kaip

alginatas, karageninas arba pektinas [6].
1.1.7 Pektinas

Pektinas (zr. 1.7 pav.) yra dar vienas natiralus polimeras naudojamas bakterijy
jkapsuliavimui. Tai pagrindinis auksStesniyjy augaly lasteliy sienelés komponentas, daugiausia
iSgaunamas 1§ citrusiniy vaisiy zieveliy, cukriniy runkeliy minkStimo ir obuoliy iSspaudy
[6,15,24,25]. Budinga pektino struktira — tai linijiné grandiné, sudaryta i§ o-1,4-glikozidiniais
rySiais sujungty didelio poli-D-galakturono riigsciy kiekio, kurios yra dalinai esterintos, prijungiant
metoksigrupes. Jo sudétyje taip pat yra neutraliy angliavandeniy, tokiy kaip galaktozé, gliukozeé,
arabinozé, ksilozé ir L-ramnozé, kurie jterpti arba prijungti prie pagrindinés grandinés [6,15,18,25].

Pektino pKa verte yra 2,9 [18].

1.7 pav. Pektino cheminés struktiiros fragmentas

Sio anijoninio heteropolisacharido savybés i§ esmés priklauso nuo eterinimo laipsnio [18,25].

Auksto eterinimo (metoksilinimo) laipsnio (DE > 50%) pektinas, kuris iSgaunamas i§ citrusiniy
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vaisiy ir obuoliy i$spaudy, sudaro gelius dél vandeniliniy rySiy ir hidrofobinés sgveikos tarp pektino
molekuliy, kai pH yra maziau nei 3,5. Gelio sudarymui i§ zemo eterinimo laipsnio pektino (DE < 50
%) reikalingi poli- ar dvivalenciai katijonai, pavyzdziui, kalcio jonai [6,24].

Pektinas vis dazniau naudojamas dél savo didelio prieinamumo gamtoje, nedidelio toksiSkumo
ir, visy pirma, dél stabilizuojan¢iy, mukoadheziniy savybiy, atsparumo proteazés ir amilazés
poveikiui [18,24,25]. Rugstinéje aplinkoje pektinas agreguojasi [24]. D¢l tokiy savybiy pektinas
patraukli medziaga jvairiy junginiy transportavimui [27]. Cukriniy runkeliy pektinas (angl. SBP)
pasizymi geromis emulsinémis savybémis [24]. Nemodifikuoto pektino taikymas yra ribotas dél jo
didelio tirpumo vandenyje. Daugeliu atvejy pektinas jungiamas kartu su katijonu arba kitu polimeru,

pavyzdziui, chitozanu, kad sudaryty létai skylancius kompleksus [15].
1.1.8 Gelanas ir ksantanas

Probiotiky jkapsuliavimui naudojamos ksantanas ir gelanas. Gelanas (Zr. 1.8 pav.) yra linijinis,
anijoninis polisacharidas i$skiriamas i§ Sphingomonas elodea [3,11]. Jis sudarytas i§ keturiy
pasikartojanciy tetrasacharido vienety: tai 1,3-B-D-gliukozés, 1,4-B-D-gliukurono riigsties, 1,4-B-D-

gliukozés ir 1,4-a-L-ramnozés [2,3,11].

HO—C—H

CH,OH

1.8 pav. Gelano cheminés struktiiros fragmentas

Gelanas sudaro termiSkai griztamg gelj. Gelizacijos temperatira priklauso nuo polimero
koncentracijos, joninés jégos ir kriivio tipo [2,12]. Gelanas egzistuoja dviejy izoformy: tai acilinta
forma, kuri sudaro minks$tus hidrogelius, ir deacetilinta forma, kuri sudaro kietus ir trapius gelius.
Abi formos aukstoje temperatiiroje yra spiralés konformacijos, kurios austant pereina j dvigubos
spiralés konformacijg. Stabilus hidrogelis gaunamas tirpale esant katijonams. Gelanas pasizymi

biosuderinamumu su gyvomis lastelémis [11].
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Nors 1§ gelano galima suformuoti kapsules, bet jis nelabai tinka Siam tikslui dél aukstos
gelizacijos temperattiros (80—90 °C apie 1 val.), kuri yra letaliné probiotinéms lgsteléms [2]. Todél
Sis polisacharidas daznai maiSomas su Kitu heteropolisacharidu — ksantanu, nes jy misinys yra
atsparus ragstinése sglygose. Optimalus ksantano:gelano santykis yra 1:0,75 [3]. Naudojant
ksantano-gelano misinj probiotinéms lasteléms jkapsuliuoti buvo pastebétas didesnis atsparumas

rugstinéms saglygoms nei naudojant alginata [2].

CHy

1.9 pav. Ksantano chemings struktiiros fragmentas [6]

Ksantanas (zr. 1.9 pav.) yra mikroby gaminamas egzopolisacharidas, i$skirtas i§ Xanthomonas
campestris [2,3]. Jis susideda i§ celiulioziniy fragmenty su Soninémis grandinémis i$ dviejy manoziy
ir vienos gliukurono riigities, kurios prijungtos prie kas antro gliukozés likuéio [2,6]. Soninés
grandinés sudaro labai didel¢ ksantano molekulés dalj net 60 % [6]. D¢l Siy Soniniy grandiniy
polimeras tirpsta vandenyje [2,6]. Ksantanas stabilus pla¢iame temperatiiry ir pH diapazone. Jis

placiai naudojama maisto, farmacijos, kosmetikos ir naftos grezimo pramonéje [6].
1.1.9 Karageninas

Lasteliy kapsuliavimui naudojamas nattiralus polisacharidas karageninas dél savo gebéjimo
suformuoti gelj [1,2,3,6,28]. Karageninas gaunamas i§ Rhodophyceae raudonyjy jiros dumbliy
Sarminio ekstrahavimo metu [1,2,6,11,14,28]. Tai didélés molekulinés mases [6], linijinis,
vandenyje tirpus, anijoninis, sulfogrupes turintis polisacharidas [11]. Karageninas, priklausomai nuo
sulfogrupiy padéties ir skaiCiaus, yra skirstomas j kapa-(«)-karagening, jota-(1)-karagening ir
lambda-()A)-karagening, turinius viena, dvi ir tris sulfogrupes, atitinkamai (Zr. 1.10 pav.) [1,11].
Kapa-(k)-karageninas sudarytas i§ a-(1-3)-D-galaktozés-4-sulfato ir [-(1-4)-3,6-anhidro-D-
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galaktozés; jota-(1)-karageninas skiriasi nuo k-karagenino papildoma sulfogrupe C-2 pozicijoje 1,4
rySiu sujungtoje galaktozéje, o lambda-(A)-karageninas turi tre€ig papildomg sulfogrupe C-6
pozicijoje toje pacioje 1,4 rySiu sujungtoje galaktozéje [6].
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1.10 pav. Karagenino cheminés struktiiros fragmentas [6]

Vieng sulfogrupe turiniame k-karagenine ir dvi sulfogrupes turin¢iame 1-karagenine yra 3 ir 6
D-galaktozés monomerai, sujungti deguonies tilteliu, kurie atsakingi uz konformacinius per¢jimus ir
griztama gelizacija veikiant temperattrai ir dalyvaujant katijonams [1,2,3,11]. Tris sulfogrupes
turintis A- karageninas gelio nesudaro [1,3,11]. k- ir -karageninai tirpale yra spiralés konformacijos,
kurios austant tampa dvigubomis spiralémis. A-karagenine toks peréjimas nevyksta, nes didesnis
sulfogrupiy kiekis trukdo helikoidinés struktiiros susiformavimui. Skirtingi karageninai formuoja
skirtingus gelius — k-karageninas sudaro stiprius ir standzius gelius, o -karageninas sudaro minkstus
ir elastingus hidrogelius [11].

k-Karageninas daugiausia naudojamas kaip tirStiklis, gelizuojanti medZiaga, tekstiiros
stipriklis ar stabilizatorius maisto, farmacijos ir kosmetikos pramonéje [1,2,3,6,28]. Jis tirpinamas
60-80 °C temperatiiroje [1,2,3,6,14]. Naudojant k-karagening jkapsulavimui lgsteliy suspensija, Siuo
atveju probiotiky, turi bati dedama j sterily polimero tirpala, jkaitintg iki 40-45 °C, nes Kitu atveju
gelis sukietéja kambario temperatiiroje [2,3,6]. Karagenino kapsulés gali buiti pagamintos naudojant
ekstruzijos ir emulsijos metodus [1,2,6]. k-Karageninas gali biiti gelizuojamas jam reaguojant su
vienvalenciais katijonais (pvz.: kalio) [2,3,6]. Nors jkapsuliuotos probiotinés lgstelés k-karagenino
kapsulése islieka gyvybingos, tac¢iau gauti geliai yra trapis, o naudojamas KCI priedas slopina kai
kuriy pieno rugsties bakterijy, tokiy kaip Streptococcus thermophilus ir L. delbrueckii ssp augima
[1,2,3,6].
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1.2 Kapsuliavimo technologijos

Naudinga poveikj suteikianti kasdieniné probiotiky dozé svyruoja nuo 108 iki 10° KSV g.
JAV Maisto ir Vaisty Administracijos rekomenduojama minimali probiotiniy Igsteliy koncentracija
yra 10® KSV mililitre arba viename grame [29]. Tagiau iki $iol néra nustatyty vienody probiotiky
terapiniy dozavimo vartojimo rekomendacijy. Priklausomai nuo klinikinio tikslo, probiotiky genties,
risies ar padermés dozés svyruoja nuo 107 KSV iki 102 KSV per dieng [30,31].

Probiotiky vartojimas yra atsvara mikrofloros antagonistams, tokiems kaip sterilaus maisto
vartojimas, padidé€jusi higiena, stresas, antibiotikai, taciau probiotiniuose preparatuose gyvybingumo
iSlaikymas vis dar yra sudétingas, nes mikroorganizmai turi iSgyventi pramoniniy gamybiniy
procesy, saugojimo ir vartojimo metu [3,30,31,32,33,34]. Todél jkapsuliavimas yra geriausias budas
apsaugoti probiotikus ir tokiu buidu padidinti jy kiekj veikimo vietoje. Jkapsuliavimas — sparciai
auganti tyrimy tema. Mokslininkai jau yra atrad¢ daugybe kapsuliavimo technologijy. Daznai
geresniam rezultatui pasiekti naudojamas net keliy technologijy derinys [30].

Gaunamy kapsuliy morfologija (zr. 1.11 pav.) ir dydis priklauso nuo kapsuliavimo
technologijos ir naudojamy medziagy. Probiotiky kapsuliavimui tinkamos medziagos apartos 1.1
poskyryje. Pagal kapsuliy dydj, jkapsuliavimo metodai skirstomi j du tipus: makrokapsuliavima, kai
makrokapsuliy dydis yra nuo keliy milimetry iki keliy centimetry, ir mikrokapsuliavima, kai
mikrokapsuliy dydis yra nuo 1 iki 1000 pm [4,35,36].

Skiriami trys kapsuliy tipai (zr. 1.11 pav.): tai matricos, kuriose yra disperguotos veikliosios
medziagos; apvalkalo-matricos tipo kapsulés, kurios gaunamos padengus matricg hidrofobine danga,
ir apvalkalo-serdies tipo kapsulés, kuriy Serdis (vidiné fazé) apgaubta apvalkalo (iSorinés fazés)
[3,30,37,38].

Matrica Apvalkalo-matricos tipo Apvalkalo-Serdies tipo
kapsulé kapsulé

1.11 pav. Kapsuliy tipai [30]
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Bakterijy imobilizavimas — tai jy patalpinimas jvairiy karkasy viduje, o jkapsuliavimas — tai

bakterijy padengimas iSoriniu sluoksniu. Jkapsuliavimo privalumas yra tame, kad maisto medziagos

ir metabolitai gali lengvai difunduoti per kapsulg dengianciag plong plévele. Tuo tarpu imobilizavimo

atveju yra priesingai — bakterijas imobilizavus kietoje ar gelin€je matricoje medziagy difuzija yra

apribota [4,39-42].

1.1 lenteléje pateikiami kiekvienos daugiausiai naudojamos probiotiky kapsuliavimui

technologijos privalumai ir trikumai, dazniausiai vartojamos kapsuliavimo medZziagos bei gaunamy

kapsuliy dydis [30].

1.1 lentelé. Kapsuliavimo technologijos

Kapsuliavimo Kapsuliy Kapsuliavimo . .
technologija dydis medziagos Privalumal Trakumai
Purkstuvinis Nuo 5 iki  Inulinas, akacijos 1. Tinka masinei gamybai. 1. Lasteliy gyvybingumo
dziovinimas (angl. 150 pm derva, saldziosios 2. Nuolatinis procesas sumazéjimas dél aukstos
spray drying) ceratonijos dervos, [3,34,38]. temperatiiros ir didelio
krakmolas, sojos 3. Medziagy slégio [3,34,38,43,44].
baltymai, iSragy monodispersiskumas. 2. Dazniausiai naudojamos
baltymai, liesas 4. Naudojamas vandeninés suspensijos, t.y.
pienas, chitozanas, maisto pramonéje ir Kitur apvalkalo medziaga turéty
alginatas [3,38] [38]. biti tirpi vandenyje [38].
5. Nebrangus metodas 3. Sunku i$laikyti stabilumag
[3,42,43]. saugojimo metu [43].
Purkstuvinis Nuo 20 Kakavos sviestas, 1. Masiné gamyba. 1. Mazesné apkrova (10-20
auSinimas (angl. iki 200 palmiy aliejus, 2. Nuolatinis procesas. %) nei purkstuviniame
spray cooling) pm palmiy branduoliy 3. Pigi technika. dZiovinime (5-50%).
aliejus 4. Dél Zemesniy 2. Jkapsuliuota medziaga

temperatiiry tinka
termojautriems
mikroorganizmams.

5. Dél naudojamy aliejy
kapsulés daznai netirpios

vandenyje [43].

gali biiti pavirSiuje ir
kontaktuoti su aplinka
(matricos sferos).

3. Sunku prailginti tirpaus
vandenyje ingrediento
atsipalaidavimg daugiau nei

30 min.
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1.1 lentelés tesinys.

Kapsuliavimo Kapsuliy Kapsuliavimo ) ]
technologija dydis medZiagos Privalumal Trikumai
Liofilizavimas - Krakmolas, sojos 1. Puikiai i§dZiovintos 1. Labai brangus metodas
(angl. freeze baltymai, kazeinas, medZziagos. [38,43].
drying) i$riigy baltymai, 2. Placios pritaikymo 2. Jei nebus padaryta
liesas pienas [38] galimybés. teisingai, gali susiformuoti
3. Tinkamas metodas kristalai ir pazeidziamos
jautrioms medziagoms, lastelés [3,34].
kaip pavyzdziui, 3. Reikalingi
probiotikams [38]. krioprotektantai
4. Isvengiama vandeninés [3,34,43,44].
fazés peréjimo ir 4. Stabiluma i8laiko tik
oksidacinio poveikio [43].  saugojimo metu [3,43].
5. llgas procesas [38].
Purkstuvinis Nuo 5 Selakas, kazeinas 1. Kontroliuojamas 1. Gali atsirasti jégos,
padengimas (angl. umikil atsipalaidavimas naudojant  kurios gali pakenkti
spray coating) mm skirtingas dangas. lasteléms.
2. Stabilumo padidéjimas 2. Nors temperatiira yra
saugojimo metu. mazesng¢, poveikis gali bati
3. Ekonomiska technika. ilgesnis veikiant deguoniui.
4. Didelis pralaidumas.
5. Tinka pramoninei
gamybai [43].
Emulsifikavimas ~ Nuo 200  Inulinas, karageninas 1. Paprasta technika. 1. Palyginus brangus
(angl. nmikil [3,34,43,45], 2. Daznai aukstas bakterijy  metodas [35].
emulsification) mm [29]  alginatas [29,34], gyvybingumo laipsnis. 2. Medziagos

krakmolo/alginato
misinys [29,34,43],
celiuliozés acetato-

ftalatas [3,34].

polidispersiskumas [43].

3. Sunku kontroliuoti
daleliy dyd;j ir forma.

4. Uzsitesusios Slyties jégos
gali pazeisti lasteles.

5. Organiniy tirpikliy

toksiSkumas [4].
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1.1 lentelés tesinys.

Kapsuliavimo Kapsuliy Kapsuliavimo ) ]
. . Privalumai Triikumai
technologija dydis medZiagos
Liposomos Nuo Fosfolipidai 1. Gera apsauga 1. Brangus ir sudétingas
(angl. liposomes) keliy nm jautrioms medZiagoms. metodas.
iki keliy 2. Gali pernesti 2. Reikalingi organiniai
pm hidrofobines ir hidrofilines tirpikliai.

molekules vienu metu.
3. Mukoadhezinés

savybés.

3. Kompozicijos yra
praskiesti vandeniniai
tirpalai.

4. Nestabiliis aukstoje ir
kambario temperatiiroje,

rugstiniame pH.

Koacervacija Nuo lpm  Pektinas, Zelatina 1. Didelé naudingoji 1. Brangi technologija
(angl. iki 1 mm apkrova (iki 99 %). [3,4].
coacervation) 2. Lengvos paruo$imo 2. Daznai naudojami
salygos (kambario maistui netinkamos
temperatiira). tinklinan¢ios medziagos ar
3. Apvalkalo vientisumas.  fermentai, kurie yra
4. Kontroliuojamas vidinés  neefektyvis.
fazés atpalaidavimas [3,4]. 3. Sunki kokybés kontrolé
dél skirtumy polisacharidy
struktiirose.
Ekstruzija (angl. Nuo 100  Zelatina, karageninas 1. Monodispersiskumas. 1. Daznai toliau
extrusion) pumiki3  [3], saldziosios 2. Pigus ir paprastas naudojamos kitos
mm [3] ceratonijos derva, metodas [3,32,34,45]. technologijos gauti

pektinas,

cikorijos, cukriniai
runkeliai, i§riigy
baltymai [34],
gelanas, ksantanas,
chitozanas [43],
alginatas [3,34,43].

3. Lengvos paruo§imo
salygos, tinka anaerobams
ir aerobams [3,32,34].

4. Nuolatinis procesas.

5. Nekenksmingas
lasteléms [3].

6. Suteikia auksta
probiotiky gyvybinguma
[3,34].

7. Nereikalingi organiniai
tirpikliai [3,34].

galutinai sausoms
medziagoms.

2. Didelés kapsulés [3,45].
3. Netinka pramoninei
gamybai dél 1éto kapsuliy

formavimosi [3]
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Galima teigti, jog jvairios jkapsuliavimo ar imobilizavimo technologijos gali padidinti
probiotiniy bakterijy gyvybinguma, suteikti joms didesnj stabilumg ir atsparuma iSorés veiksniams.

Siekiant panaudoti kosmetikoje, labai svarbu jvertinti jvairiy kosmetikos komponenty jtaka

......

1.3 Probiotiky vystymosi raida ir panaudojimas kosmetikoje

Terminas ,,probiotikai“ kilgs i§ lotynisko zodzio ,,pro“ ir graikisko zodzio ,,bios®, kuriy
reikSmé yra ,,skirtas gyvenimui” [46]. Probiotiky istorija vystosi paraleliai su zmonijos evoliucija ir
Siuo metu nustatytas probiotiky vartojimas net prie§ 10 000 mety. Pavyzdziui, romény gamtininkas
Plinijus Vyresnysis, rekomendavo gerti fermentuota pieng zarnyno ligoms gydyti. Taip pat
probiotiky terminas minimas Biblijoje ir §ventose induizmo knygose [47].

Probiotiky era prasidé¢jo XX amziaus pradzioje, kai rusy mokslininkas Ilja Me¢nikovas, dirbgs
Pastero institute Paryziuje, pastebéjo, jog Bulgarijos gyventojy ilgaamziSkumas susij¢s su dideliu
suvartojamo fermentuoto pieno kiekiu [48]. Jis spéjo, kad fermentuotuose pieno produktuose
esancios pieno riigsties bakterijos turi sen¢jimg stabdanciy savybiy. 1908 metais I. Mecnikovas gavo
Nobelio premija uz indélj medicinos srityje. Jis nustaté, kad mikrooganizmai gali biiti naudingi
Zzmogaus sveikatai, kadangi normalizuoja Zarnyno mikroflora, t. y. kenksmingus mikroorganizmus
pakeiCia geraisiais. Mecnikova galima vadinti ,,probiotiky tévu”. Tacdiau yra daugybe kity
mokslininky prisidéjusiy prie termino ,,probiotikai” apibiidinimo, kaip pavyzdziui, Kollath (1953
m.), Lilly ir Stillwell (1965 m.), Parker (1974 m.), Fuller (1989 m.) ir kiti [47]. Siuo metu pla¢iai
vartojamg probiotiky terming apibrézé pasauliné sveikatos organizacija (angl. WHO) ir Jungtiniy
Tauty maisto ir Zemés tkio organizacija (angl. FAO) 2001 metais. Pasak jy, probiotikai — tai gyvi
mikroorganizmai, kurie, vartojami atitinkamais Kkiekiais, yra naudingi vartotojo sveikatai
[46,47,49,50]. Dazniausiai naudojami probiotikai — tai bakterijos, mielés ir virusai, kurie matomi tik
per mikroskopa.

Paskutiniu metu atkreipiamas vis didesnis démesys ] probiotiniy bakterijy nauda kosmetikos
priemonése atkuriant mogui naudingg odos mikroflora. Siuo metu prekyboje gausu dréekikliy,
valikliy, kremy, losjony, muily ir kity priemoniy su probiotikais. PavyzdZiui, Vokietijos gamintojas
,»CLR* savo produkcijai naudoja probiotiniy bakterijy lizatus [51]. Visai neseniai probiotikai pradéti
naudoti ir burnos prieziliros priemonése, pavyzdziui, jy dedama ] danty pastas nuo éduonies,

kadangi probiotikai veikia slopinanéiai prie§ Streptococcus mutans, Kurie ir sukelia danty éduon;.
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Taip pat nustatyta, kad naudojant danty valymui persing salvadorg kartu su Lactobacillus rhamnosus
ypac¢ sumazéja Streptococcus mutans kiekis seilése [49].

Mokslings ir patentinés literatiiros apie probiotiky nauda gana nemazai. L'Oreal kompanija
uzpatentavo (US 7651680 B2) metoda ir kosmetikos preparatus su bifidobakterijomis, kurios skirtos
gydyti jautriai ir sausai odai [52]. Taip pat $i kompanija uzpatentavo (US 20110014248 Al)
kosmetikos priemon¢ su probiotikais, skirta galvos pleiskany gydymui [53]. Patente WO
2010013179 Al aprasomas probiotiniy mikroorganizmy ar jy frakcijy, ar metabolity panaudojimas
kosmetikos kompozicijose, kurios skirtos riebios odos gydymui [54]. Autoriai Castiel ir Gueniche
nustaté, kad kosmetikos priemoné, turinti sudétyje bent vieng i§ Lactobacillus ir Bifdobacterium
rusiy, gali biti naudojama sausos, jautrios, paraudusios, j akn¢ linkusios odos gydymui [54].
Straipsnyje [55] pazymima, kad Lactobacillus ekstraktas (5 %) buvo veiksmingas mazinant odos
paraudimus. Jis taip pat gali buti naudojamas gydyti esant lengvai aknés formai. O’Neill ir Mcbain
patentin¢je paraiSkoje WO 2015181534 Al aprasSo probiotiniy bakterijy lizaty panaudojimg odos
regeneracijai ir odos barjero atkiirimui [54]. Taip pat probiotiky Bifdobacterium rasiy lizato
panaudojimas kiino kvapo gydymui minimas patentinéje paraiSkoje WO2011132176 Al [56].
Patente US 8481299 B2 pazymima probiotiky nauda odos dirginimo mazinimui [57], o patente
EP1322318 B1 [58] skelbiamas probiotiniy pieno rtigsties bakterijy panaudojimas odos apsaugai
nuo ultravioletinés spinduliuotés.

Probiotinés bakterijos jau yra jtrauktos ] tarptautinés kosmetikos ingredienty nomenklatiiros
INCI (angl. International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) reglamenta. Firma
MakingCosmetics gamina ingredienta vadinamg Bacillus Ferment, kurj pagal INCI sudaro
fermentuotas keratinazés tirpalas, konservantas nipastat, metilparabenas, kalio sorbatas, CAS No

9014-01-1 [59].
1.4 Literaturos apZvalgos apibendrinimas ir darbo tikslo pagrindimas

IS literatiros apZzvalgos matyti, kad probiotikai pasiZymi teigiamu poveikiu ne tik
virSkinamajam traktui, bet ir Zmogaus odos mikroflorai. D¢l $iy savybiy pradéta gaminti kosmetikos
preparatus, praturtintus gerosiomis bakterijomis. Taciau labai sunku kosmetikos kompozicijose
probiotines bakterijas islaikyti gyvybingas. Todél siekiant didesnio bakterijy stabilumo ir atsparumo
iSorés veiksniams, bakterijos yra jkapsuliuojamos ar imobilizuojamos jvairiais metodais. Siuo metu
yra daugybé jvairiy probiotiky jkapsuliavimo ir imobilizavimo metody, kuriuose naudojamos

nekenksmingos gerosioms bakterijoms biomedziagos, pvz.: alginatas, chitozanas, pektinas ir kitos.
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Naudojant tokius metodus galima padidinti probiotiniy bakterijy gyvybingumg ir apsaugoti jas nuo
kosmetikoje naudojamy konservanty antimikrobinio poveikio. Todél Sio darbo tikslas — pagaminti
kapsules, kurios savo savybémis leisty kuo ilgiau ir efektyviau iSsaugoti probiotiniy bakterijy

gyvybines funkcijas ir tikty probiotiniy bakterijy taikymui kosmetikoje.
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2. TYRIMAMS NAUDOTOS MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1 Tyrimams naudotos medZiagos ir priemonés

Siame darbe tyrimams atlikti buvo naudotos medziagos:

e Cetearilo alkoholis (2.1) — emulsiklis, minkstiklis, tickéjas — BASF (Vokietija);

OH
SOSR -

e Mineralinis aliejus (2.2), tickéjas — Laboratorium Galenowe Olsztyn Sp. z o.0.
(Lenkija);

(2.2)
e Glicerolio stearatas (2.3). Emulsiklis, minkstiklis, pirktas i§ BASF (Vokietija);
HO

OH

0. .0
\/\/\/\/\/\/\/\j (2.3)

o Ceteareth 20 (2.4) — cetilo/stearilo alkoholiy polioksietileno eteris, nejoninis
emulsiklis, tiekéjas BASF (Vokietija);
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I
CH,(OCH,CH,),0—C(CH,),CH,
CH(OCH,CH,),0H

CH,(OCH,CH,),0H (2.4)

Glicerolis (2.5), kurio grynumas 99,5 %, tiekéjas — Reachem (Slovakija);

OH
HO \/K/OH
(2.5)

Benzoiné rugstis (2.6) — konservantas, tickéjas — Merck KGaA (Vokietija);

O~
© (2.6)

Sensicare M 4200 - konservantas, tiekéjas ,,Chemipol”, Ispanija. Aktyvis
komponentai (2.7-2.9):
o Natrio benzoatas;

O]
.

(2.7)
o Gliukonolaktonas;
HO
0]
OH (@]
OH  OH (2.8)
o Kalcio gliukonatas;
OH OH O
HO\v/l\Y/i\,/ﬂ\o- Ca2t
(2.9)

30



e Natrio alginatas (2.10) gautas i$ Vilniaus jmonés UAB ,,Labochema LT*“. Grynumas
99 %j;

(2.10)
e Hidroksietilceliuliozé (2.11) gauta i§ Sigma Aldrich, molekuliné mas¢ (MM) apie
1300000;

RO AN
- -0% *

OR n

R=H or CH,CH,OH 2.11)

e Natrio citratas dihidratas (2.12), gautas i§ UAB ,,Eurochemicals “ (Vilnius);

HZO Na* HZO
0] O
, O 0
Na Na*t
-0 o-
OH

(2.12)
e Pektinas i$ citrusiniy vaisiy zievés (2.13), grynumas > 74 % sausos masés, gautas i$

Sigma Aldrich.
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(2.13)

Taip pat naudotos tokios chemiskai grynos medziagos:
e natrio chloridas (UAB ,,Eurochemicals®, Vilnius);
e druskos riigstis (UAB ,,Eurochemicals®, Vilnius);
e Dbevandenis kalcio chloridas (Merck, Vokietija);
e natrio Sarmas (UAB ,,Eurochemicals® Vilnius).

Tyrimams naudotos tokios mikroorganizmy mitybinés terpés:
e MRS Broth with Tween 80, REF 4017292, gamintojas ,,Biolife”, Italija;

e MRS Agar with Tween 80, REF 4017282, gamintojas ,,Biolife”, Italija.

Tyrimams naudota bakterijy kultira:
Siame darbe tyrimams naudojama Lactobacillus plantarum Kultira, iskirta KTU Maisto

Institute.
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2.2 Tyrimo metodai
2.2.1 Terpiy ir tirpaly paruosSimas

Sterilus distiliuotas vanduo

Tyrimams naudojamas distiliuotas vanduo, kuriame néra medziagy, slopinanc¢iy ar Kitaip
veikian¢iy mikroorganizmy augimg. Distiliuotas vanduo iSpilstomas | mégintuvélius ir
sterilizuojamas 15 min autoklave (VaporMatic 770, Italija) 121+1 °C temperatiroje 1,1 bar slégyje.

Kalcio chlorido tirpalas

Tyrimams naudojamas 10 % koncentracijos kalcio chlorido tirpalas. Jis ruoSiamas steriliuose
laboratoriniuose induose naudojant sterily distiliuotg vanden;.

Fiziologinis tirpalas

Tyrimams ruosiamas 0,85 % koncentracijos natrio chlorido tirpalas: 8,5 g NaCl istirpinama
1000 ml distiliuoto vandens. Gautas tirpalas iSpilstomas j mégintuvélius po 9,2 ml ir sterilizuojama
15 min VaporMatic 770 autoklave 121+1 °C temperatiiroje 1,1 bar slégyje.

Natrio citrato dihidrato tirpalas

Tyrimams ruoS$iamas 4 % koncentracijos natrio citrato dihidrato tirpalas: 40 g natrio citrato
dihidrato iStirpinama 1000 ml distiliuoto vandens. Gautas tirpalas iSpilstomas ;] mégintuvelius po 9,2
ml ir sterilizuojama 15 min autoklave 121+1 °C temperatiiroje 1,1 bar slégyje.

Natrio alginato tirpalas

Tyrimams ruo$iamas 2 % natrio alginato tirpalas: 2 g natrio alginato istirpinama 100 ml
sterilaus distiliuoto vandens. Kadangi alginatas ilgai brinksta vandenyje, jis maiSomas naudojant
magneting maisykle (IKA® RET basic safety control, VVokietija) ir sildant 40 °C temperatiiroje tol,
kol susidaro vienalytis tirpalas. Gautas tirpalas veikiamas ultragarsu voneléje (Transsonic T460
ELMA, Vokietija), kol jame nelieka oro burbuliuky. Alginato tirpalas sterilinamas $vitinant 30 min
UV spinduliais.

Pektino tirpalas

Tyrimams ruos$iamas 2 % pektino tirpalas: 2 g pektino istirpinama 100 ml sterilaus distiliuoto
vandens. Kadangi pektinas ilgai brinksta vandenyje, jis maiSomas naudojant magneting maisykle
(IKA® RET basic safety control, Vokietija) tol, kol susidaro vienalytis tirpalas. Gautas tirpalas
veikiamas ultragarsu voneléje (Transsonic T460 ELMA, Vokietija), kol jame nelieka oro burbuliuky.

Pektino tirpalas sterilinamas svitinant 30 min UV spinduliais.
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Hidroksietilceliuliozés tirpalas

Tyrimams paruos$iamas 1 % HEC tirpalas: 1 g HEC istirpinama 100 ml sterilaus distiliuoto
vandens. HEC ilgai brinksta vandenyje, todél ji palickama per naktj kambario temperatiiroje, kad
iSbrinkty. HEC tirpinama maiSant magnetine maiSykle. Gautas tirpalas veikiamas ultragarsu
voneléje (Transsonic T460 ELMA, Vokietija), kol jame nelieka burbuliuky. HEC tirpalas
sterilinamas svitinant 30 min UV spinduliais.

Terpés

Mikrobiologiniams tyrimams naudojama MRS Agar with Tween 80 mitybiné terpé buvo
paruosta 70,2 g sausos terpés istirpinant 1000 ml distiliuoto vandens ir autoklavuojant (VaporMatic
770, Italija) 15 min, esant 121+1 °C temperatirai, 1,1 bar slégiui. Skysta MRS Broth with Tween 80
mitybiné terpé pagaminama 55,2 g sausos terpés iStirpinant 1000 ml distilivoto vandens ir
autoklavuojant (VaporMatic 770, Italija) 15 min, esant 121+1 °C temperatirai, 1,1 bar slégiui.
Bakterijy augimo kreiviy nustatymui skysta mitybin¢ terpé su skirtingomis pH reikSmémis
paruosSiama reguliuojant pH reikSme su 0,1 M druskos riigSties arba 0,1 M natrio Sarmo tirpalais.
Paruosta terpé sterilinama autoklave (VaporMatic 770, Italija) 15 min, esant 121+1 °C temperatiirai,

1,1 bar slégiui.
2.2.2 Bakterijy kultiiros palaikymas ir auginimas skystoje mitybinéje terpéje

Tyrimams naudotos bakterijos saugojamos ant nuozulnaus agaro terpés 5 °C temperatiiroje.
Bakterijy kultiiros gyvybingumui islaikyti, ji perséjama kas 1 ménes;.

Prie§ pradedant jkapsuliuoti, paruoSiama bakterijy suspensija. UZaugintos bakterijos nuo
nuozulnaus agaro perkeliamos j skysta mitybing terp¢ (10 ml) ir inkubuojamos 24 val., esant 30 °C
temperatirai. Po inkubacijos j 100 ml sterilios skystos mitybinés terpés jpilama 1 ml kultaros, kuri
buvo uZzauginta skystoje terpéje. Si terpé su paséta kultira inkubuojama 20 val. iki stacionarios
augimo fazés 30 °C temperatiiroje. Uzaugusi kultira centrifiguojama (Centrifuge MPW-260RH,
Lenkija) 6000 aps./min, 7 min 50 ml centrifiginiuose mégintuvéliuose. Centrifiguotos bakterijy
lastelés du kartus praplaunamos steriliu vandeniu, kuris pasalinamas centrifiiguojant. Perplautos

Iastelés praskiedziamos fiziologiniu tirpalu iki 108 KSV ml™,
2.2.3 Bakterijy augimo kreiviy nustatymas

Uzaugusios bakterijos nuo nuozulnaus agaro perkeliamos ] skysta mitybing terpe Ir

inkubuojamos 24 val. 30 °C temperatiiroje. Po inkubacijos 1 % kultiros suspensijos perkeliamas j
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skysta skirtingos pH (nuo 3 iki 9) mitybine terpe. Terpé su paséta bakterijy kulttra inkubuojama 30
°C temperatiroje. Augimo kreivés nustatomos matuojant bakterijy suspensijos optinj tankj 546 nm
ilgio bangoje spektrofotometru MRC UV-200-RS. Matavimui naudojamos i§ optinio polistireno
pagamintos vienkartinés kiuvetés (spindulio kelias 10 mm), j kurias pilama po 2 ml méginio.

Matavimai atliekami kas 1 val., kol pasickiama stacionari augimo fazé.
2.2.4 Kapsuliy gavimas ir liofilizacija

Kapsuléms gauti buvo naudojamas ekstruzijos metodas. Pirmiausia paruosiami 2 % natrio
alginato, 2 % pektino ir 1 % HEC polimery tirpalai, kurie sumaiSomi skirtingais santykiais,
nurodytais 2.1 lenteléje. Taip pat paruoSiamas 10 % kalcio chlorido tirpalas. Tada paruostas
polimery tirpaly miSinys i$spaudziamas pro Svirksto adatg j kalcio chlorido druskos tirpala, kuris
maiSomas naudojant magnetine maisykle. Gautos kapsulés du kartus praplaunamos steriliu vandeniu

ir laikomos steriliame vandenyje 5 °C temperatiiroje.

2.1 lentelé. Polimery tirpaly santykiai miSinyje

Bandln_lo Polimery vandeniniy tirpaly koncentracija Sar&ykl.al
numeris misinyje
1 Natrio alginatas (2 %) -

2 Natrio alginatas (2 %) : Pektinas (2%) : HEC (1%) 1:1:1
3 Natrio alginatas (2 %) : Pektinas (2%) : HEC (1%) 2:1:1
4 Natrio alginatas (2 %) : Pektinas (2%) : HEC (1%) 1:1:2
5 Natrio alginatas (2 %) : HEC (1%) 1:1

6 Natrio alginatas (2 %) : HEC (1%) 1:2,3
7 Natrio alginatas (2 %) : HEC (1%) 2,3:1

Liofilizacija — tai dziovinimo metodas, kurio metu tirpiklis sublimuojasi, t.y. i§ kietos fazés
pereina j dujine. Sio proceso metu i§ uzsaldyto méginio esant vakuumui pasalinamas tirpiklis.
Liofilizuojant pasalinama iki 97 % vandens.

Pagamintos makrokapsulés laikomos uzSaldytos azote, po to liofilizuojamos. Liofilizacija

vykdoma -110 °C temperatiiroje Christ ALPHA 2—4 LSC liofilizatoriuje 24 val.
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2.2.5 Bakteriju jkapsuliavimas

Probiotiky jkapsuliavimo ekstruzijos metodu schema pateikiama 2.1 paveiksle.

Probiotinés bakterij
-+

Polimero tirpalas

Kapsulés su
bakterijomis

. _Jod
7_ Q

Kalcio chlorido

tirpalas

2.1 pav. Probiotiky jkapsuliavimas ekstruzijos metodu [41]

Probiotinés bakterijos jkapsuliuojamos pagal metodika, nurodytg 2.2.4 skyrelyje. 108 KSV ml
probiotiniy bakterijy suspensija jpilama j polimery tirpaly misinj prie§ kapsuliy i$sésdinimg kalcio

chlorido druskos tirpale.
2.2.6 Kapsuliy mechaniniy savybiy nustatymas

Makrokapsuliy mechaninés savybés nustatomos naudojant tekstiiros analizatoriy TA.XT plus
(Stable Micro System, UK) su jégos cele, platforma ir bazine kompiuterine programa. Prietaiso
schema pateikiama 2.2 paveiksle.
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Kapsule

Metaliné platforma

2.2 pav. Teksturos analizatoriaus schema

Tyrimo metu kapsulé, iSdziovinta ant filtrinio popieriaus, dedama ant metalinés platformos,
centruojant su 20 mm skersmens aliuminiu cilindru (jégos cele). Tada cilindras stumiamas zemyn 1
mm/s greiciu, kol ant kapsulés pavir§iaus aptinkama 5 g jéga. Kai aptinkama jéga, cilindras 1,0
mm/s grei¢iu isminga i kapsule 1 mm. Po to cilindras grizta | prading padétj 10 mm/s greiciu.
Maksimali spaudimo jéga yra fiksuojama kaip kietumas. Analizés metu buvo matuojama po 10

kiekvienos rusies kapsuliy.
2.2.7 Makrokapsuliy dydZio nustatymas

Neliofilizuoty ir liofilizuoty makrokapsuliy dydis nustatomas matuojant mikroskopu MPB-2,
objektyvu su skale (paklaida 0,05 mm), didinanc¢iu 24 kartus. Tiek liofilizuotos, tiek neliofilizuotos
makrokapsulés buvo brinkinamos vandenyje, mineraliniame aliejuje, 4 % cetearilo alkoholio tirpale
mineraliniame aliejuje, 5 % glicerolio stearato tirpale mineraliniame aliejuje, 3,5 % ceteareth 20
tirpale mineraliniame aliejuje, glicerolyje 24 val. ir 1 ménesj ir iSmatuojamas jy dydis. Analizés

metu buvo matuojama po 10 kiekvienos rtsies kapsuliy. Taip pat jvertinamas standartinis nuokrypis.
2.2.8 Skenuojancioji elektroniné mikroskopija ir mikroskopiniai tyrimai

Makrokapsuliy morfologija stebima naudojant auksStos skiriamosios gebos skenuojantj
elektroninj mikroskopa FEI Quanta 200 FEG (Olandija) su Sotki tipo elektrony patranka. Méginiai
pritvirtinami  dvipusés limpancios medziagos pagalba. Liofilizuotos jkapsuliuotos bakterijos
stebimos, padidinus 100, 1000 ir 5000 karty. Mikroskopinio stebéjimo metu daromos preparaty

nuotraukos. Tyrimas atliktas ,,Santakos* slényje.
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Neliofilizuotos jkapsuliuotos bakterijos stebimos suspaustame lase. Pirmiausia makrokapsulés
nudazomos metileno mélynojo dazais. Po to steriliu skalpeliu daromas makrokapsulés pjiivis. Dalis
makrokapsulés uzdedama ant $varaus objektinio stiklelio pavir§iaus, paskirstoma mazdaug 1 cm?
plote ir uzlasinama distiliuoto vandens. Tada stiklelis uzdengiamas dengiamuoju stikleliu taip, kad
nesusidaryty oro burbuly, todél dengiamasis stiklelis dedamas ne ant virSaus, bet statomas prie laSo
krasto ir pamazu nuleidziamas. Tokiu biidu iSstumiamas oras, esantis tarp dengiamojo ir objektinio
stiklelio. Taip paruoStas preparatas analizuojamas epifluorescenciniu mikroskopu Eclipse Ni-u
naudojant imersinj aliejy ir stebint per 100 karty didinantj objektyva. Stebé¢jimo metu daromos

preparaty nuotraukos.
2.2.9 Gyvybingy Lactobacillus plantarum bakteriju skai¢iaus nustatymas

Mikroorganizmy skaiius tiriamojoje medziagoje turi buiti nustatomas kaip galima tiksliau,
todel visi tyrimams naudojami jrenginiai, medziagos ir reagentai turi atitikti galiojanCius
normatyvinius dokumentus. Mikrobiologiniams tyrimams skirti indai sterilizuojami. Mégintuvéliai
ir kiti indai, taip pat naudojama agaro terpé€, yra sterilizuojami vandens garais autoklave ne maziau
kaip 15 min ir ne zemesn¢je kaip 12141 °C temperattiroje 1,1 baro slégyje.

Kosmetiniy medziagu poveikis jkapsuliuotoms bakterijoms. Méginiai imami steriliomis
salygomis, steriliomis priemonémis (naudojamos vienkartinés pipetés). Atliekant tyrimus su
jkapsuliuotomis bakterijomis, buvo daromi skiediniai (10, 102, 10%, 10% 10° 10°, 10°, 108, 109).
Pagamintos kapsulés (6 g) sumaiSomos su reikiamos koncentracijos tiriamyjy medziagy tirpalais (20
ml). Po tam tikro laiko imamas 1 g Siy kapsuliy ir kelis kartus praplaunama steriliu vandeniu. Tada
kapsulés sumaiSomos su 9 ml natrio citrato dihidrato tirpalu. Gautas miSinys purtomas orbitine
purtykle Vortex 1400 aps. min™ tol, kol makrokapsulés suyra. Taip paruo§iamas pirmas skiedinys
(10%). Toliau 1 ml pirmojo skiedinio perkeliamas j mégintuvélj su 9 ml skiedinio ir gaunamas
antrasis skiedinys (10?). Analogiskai daromi ir kiti skiediniai (7. 2.3 pav.). Pasirinkti deSimtkartiniai
skiediniai uzs¢jami mitybinéje terpéje Petri lekStelése giluminiu biidu. Kiekvienam pasirinktam
skiediniui imama po dvi Petri 1éksteles. | Sias 1€kSteles sterilia pipete jpilama po 1 ml méginio. |
kiekvieng Petri lékstele jpilama po 12-15 ml sterilios mitybos terpés, atvésintos iki 45 °C
temperattiros. Pasétas méginys maiSomas su terpe, sukant Petri IékSteles. Leidziama miSiniui
sustingti, paliekant Petri léksSteles ant Salto horizontalaus pavirSiaus. Lékstelés apverciamos ir

inkubuojamos 24 val. 30 °C temperatiiroje. S¢jimai atlieckami po 0; 0,5; 24; 48 ir 96 val.
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Tiriant jkapsuliuoty bakterijy gyvybingumg makrokapsulése jy laikymo metu, séjimai buvo
atlikti kas savaitg. IS viso buvo matuojama keturias savaites.

Kosmetiniy medziagy poveikis nejkapsuliuotai kultarai. Méginai imami steriliomis
salygomis, steriliomis priemonémis (naudojamos vienkartinés pipetés). Atliekant tyrimus su
nejkapsuliuota kultiira, buvo daromi skiediniai (101, 102, 108, 10% 10°, 108, 107, 108, 109). 1ml
grynos kultiiros sumaisoma su 20 ml reikiamos koncentracijos tiriamyjy medziagy tirpalais. Tada
imamas 1 ml miSinio sumaiSoma su 9 ml atitinkamo skiediklio, taip paruoSiamas pirmas skiedinys
(10Y). Kiti skiediniai ir s¢jimai daromi analogiskai kaip ir nustatant gyvybingy mikroorganizmy
skai¢iy makrokapsulése. Kontroliniai méginiai paruoSiami analogiSkai, tik jdedama ] sterily
distiliuotg vanden;.

Gyvybingy mikroorganizmy skai¢iaus nustatymas Kkontroliniame bandinyje.
Matavimams paruoSiamas kontrolinis méginys, kuris gaunamas makrokapsulés sumais$ius su steriliu
vandeniu. Skiediniai ir s¢jimai daromi analogiSkai kaip ir nustatant gyvybingy mikroorganizmy

skaiCiy makrokapsulése.
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2.3 pav. Serijinio skiedimo technika

Léksteléje iSaugusios mikroorganizmy kolonijos suskai¢iuojamos. Bakterinis uzterStumas
iSreiSkiamas kolonijas sudaran¢iy vienety (KSV) skai¢iumi 1 g (ml) produkto. Rezultatai
suapvalinami iki dviejy reikSminiy skai¢iy. Terminas ,,kolonijas sudarantys vienetai* vartojamas
todel, kad mitybos terpéje matomos kolonijos gali iSaugti tiek i§ vienos lastelés, tiek ir i§ didesnio
kiekio sulipusiy lasteliy, todel negalima teigti, kad kolonijy skaiCius visiSkai atitinka bakterijy

skaiciy.
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KSV skaicius 1 g (ml) produkto nustatomas i§ 2.14 formulés:

.28 214
(n, +0,1n,)d

¢ia: ), C — suma kolonijy, suskai¢iuoty ant visy vertinimui atrinkty léksteliy;
N1 — skaicius pirmojo skiedinio 1€ksteliy, kuriose buvo suskaiciuotos kolonijos;
n2 — skaicius antrojo skiedinio Iéksteliy, kuriose buvo suskaiciuotos kolonijos;

d — skiedinio koeficientas, atitinkantis pirmajj skiedinj.
2.2.10 Bakterijuy atsipalaidavimas ant odos pavirsSiaus, tepant kremg

Bakterijy atsipalaidavimas ant odos pavirSiaus, tepant krema, jvertinamas nuoplovy metodu.
Metodas pagrijstas kremu iStepty ranky nuvalymu sudrékintu skiediklyje steriliu vatos tamponu, jo
nuskalavimu skiediklyje ir sé¢jimu j mitybos terpe. Nuoplovoms tirti buvo naudojami vienkartiniai
tamponai 1§ vatos. Juos darant, 20-30 cm ilgio tiesi tvirta viela perkiSama per vatos kamstj, ant galo
uzvyniojamas vatos tamponas ir jkiSamas ] mégintuveli, kuriame yra 4 ml skiediklio. Tamponas
neturi liesti skyscio ir iki naudojimo turi likti sausas. Viskas sterilizuojama autoklave (VaporMatic
770, Italija) 15 min esant 121+1 °C temperaturai, 1,1 bar slégiui. Tuomet, norint jvertinti bakterijy
atsipalaidavimg, tamponas sudrékinamas skiediklyje ir juo nutrinama kremu iStepty steriliy pirStiniy
apatiné ir virSutiné dalis, pirStai, tarpupir§€iai. Po to tamponas jkiSamas atgal | mégintuvelj,
paneriamas ] skiediklj ir nuskalaujamas jame. Tada imamas 1 ml nuoplovy ir sumaiSoma su 9 ml
atitinkamo skiediklio, taip paruosiamas pirmas skiedinys (10%). Kiti skiediniai ir sé¢jimai daromi
analogiSkai kaip ir nustatant gyvybingy mikroorganizmy skaiciy makrokapsulése.

Atsipalaidavimas % apskaic¢iuojamas naudojant 2.15 formulg:

A:(M J><1oo (2.15)
Log,, N,

X — atpalaiduoty bakterijy skaicius;

No — bakterijy skaicius po jkapsuliavimo (kapsulés vandenyje).
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2.2.11 Ranky kremo A/V gavimas

Mikroorganizmy gyvybingumui nustatyti kosmetikos preparate, buvo pagamintas kremas

pagal 2.2 lentelé¢je pateikta receptiirg.

2.2 lentelé. Kremo receptiira

Pavadinimas INCI Masé, %
Mineralinis aliejus Mineral Qil 6,0
Cetearilo alkoholis Cetearyl Alcohol 4,0
Glicerolio stearatas Glyceryl Stearate 5,0

Emulginas B> Ceteareth 20 3,5

anservantas Preservative p.p.
Sensicare M 4200

Glicerolis Glycerol 2,0
Vanduo Agua iki 100

Darbo eiga:

e SumaiSomi aliejinés fazés komponentai ir pasildomi iki 8085 °C.

e  SumaiSomi vandeninés fazés komponentai ir pasildomi iki 80-85 °C.

e  SumaiSomos abi fazés, supilant aliejing faze j vandening, energingai maiSant.

e [ étai maiSant atS8aldoma iki 30—35 °C.

e [Ipilamas konservantas.

2.2.12 Pienelio A/V gavimas

Siekiant jvertinti mikroorganizmy gyvybinguma kosmetikos preparate, buvo pagamintas

pienelis pagal 2.3 lentel¢je nurodyta receptiira.

2.3 lentelé. Pienelio receptiira

Pavadinimas INCI Masé, %
Mineralinis aliejus Mineral Qil 5,0
Cetearilo alkoholis Cetearyl Alcohol 3,0
Glicerolio stearatas Glyceryl Stearate 1,0

Emulginas B: Ceteareth 20 0,5

Ko_nservantas Preservative p.p.
Sensicare M 4200

Glicerolis Glycerol 10,0
Vanduo Aqua iki 100
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Darbo eiga:
e  Sumaisomi aliejinés fazés komponentai ir pasildomi iki 80-85 °C.
e  Sumaisomi vandeninés fazés komponentai ir pasildomi iki 80-85 °C.
e  SumaiSomos abi fazés, supilant aliejing faze | vandening, energingai maiSant.
e Létai maiSant atSaldoma iki 30-35 °C.

e [pilamas konservantas.
2.2.13 Standartinio nuokrypio skaiiavimas
Siame darbe tyrimo rezultatai pateikiami maZiausiai kaip trijy bandymy aritmetiné reik§mé.
Apskaiciuotiems vidurkiams jvertinami standartiniai nuokrypiai (SN). Tarkime, kad iSmatavus N

karty fizikinj dydj X, gavome tokias reikSmes: X;,X,,X;,...X . Tikrosios matuojamojo dydzio vertés,

t.y. galutinio matavimo rezultato, jver¢iu laikoma matavimo rezultaty vidutiné (aritmetiné) reikSmé.

Aritmetinis vidurkis apskaic¢iuojamas pagal (2.16) formulg.

— 1
Xy == 2% (2.16)
N
n — matavimy skaiéius, X; — i-tojo matavimo metu gauta matuojamojo dydzio verté.

Taip pat jverinimas ir standartinis nuokrypis arba vidutiné kvadratiné paklaida.

Matavimo rezultato x standartinis nuokrypis apskai¢iuojamas pagal (2.17) formulg.

(2.17)
n — matavimy skaiéius, X; — i-tojo matavimo metu gauta matuojamojo dydzio verte, X -

matavimo rezultaty aritmetinis vidurkis.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Lactobacillus plantarum augimo salygu tyrimai

Tyrimams buvo pasirinkta probiotiniy Lactobacillus plantarum bakterijy kultira — tai
gramteigiamos, fakultatyviai anaerobinés bakterijos. Jos pasirinktos dél geb&jimo atkurti atsparesne
odos mikroflorg po kiekvieno patogeny sunaikinimo. Be to, jy augimo temperatiira artima kiino
temperatiirai. Si kultiira gerina vandens hidratacija odoje, gydo atopinj dermatita ir pasizymi odos
senéjima stabdanciu poveikiu [60—62].

Siekiant i$siaiSkinti optimalias probiotiniy L. Plantarum augimo ir dauginimosi sglygas, buvo
nustatytos bakterijy augimo kreivés.

3 A

2,5 -

N
1

Sugertis, 546 nm
= &

o
(6}
1

0 . . . . . .
Trukmé, val.
-—pH3 -—pH4 —pH5 —pH6 -——pH7 =——pH8 =—pH?Y
3.1 pav. L. plantarum augimo kreivés skirtinguose terpés pH

Augimo kreivés nustatomos matuojant bakterijy suspensijos 546 nm ilgio bangy absorbcija. I$
L. plantarum augimo kreiviy, gauty terpése su skirtingomis pH reik§mémis, matyti, kad Sios
bakterijos neauga terpéje, esant pH 3. llgiausia lag fazé (9 val.) stebima, esant pH 4 ir 9, tuo tarpu
terpése, kuriy pH reikSmeés 7 ir 8, Sios fazeés trukme tik 4 val. Terpése su pH 5 ir 6 eksponentinio
bakterijy augimo stadija prasideda panasiu metu — apytiksliai po 5 val., vadinasi, jy prisitaikymo

fazé truko panasiai kaip terpése, kuriy pH reikSmés 7 ir 8. IS gauty augimo kreiviy taip pat matyti,
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kad visose terpése, iSskyrus, esant pH 3 ir 4, stacionari augimo faz¢ prasidéjo tuo paciu laiku — po 19
val.

Apzvelgus gautus rezultatus, matyti, kad L. plantarum geriausia auginti terpése, esant pH tarp
5-8.

3.2 Kapsuliy gavimas

Probiotiky jkapsuliavimui dazniausiai naudojamas alginatas, taciau i$ jo pagamintos kapsulés
pasizymi ypatingu kietumu ir stangrumu. Kosmetikoje tokios kietos dalelés naudojamos tik
produktuose, skirtose odos raginio sluoksnio pasalinimui (skutikliuose), tuo tarpu minkstos
konsistencijos produktuose — kremuose, pieneliuose — kietos dalelés néra pageidaujamos. Be to, i§
kiety kapsuliy yra apsunkintas bakterijy atsipalaidavimas ant odos. Todél labai svarbu pagaminti
kapsules, kurios nesugadinty produkto tekstiiros, i§laikyty auksta probiotiky gyvybingumga ir lengvai
pasiSalinty i§ kapsuliy kosmetikos produkto naudojimo metu.

Siekiant pagaminti minkStesnes kapsules, buvo pasirinktas polimery misinys, susidedantis i$
natrio alginato, pektino ir hidroksietilceliuliozés (HEC). Kapsulés pagamintos, maiSant polimery
tirpalus skirtingais santykiais (zr. sk. 2.2.4). Gauty kapsuliy sudétis pateikta 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Polimery masiy santykiai kapsulése

Bandinio . . Masés santykiai
. Polimerai e

numeris miSinyje

1 Natrio alginatas 1

2 Natrio alginatas:pektinas:HEC 1:1:1

3 Natrio alginatas:pektinas:HEC 2:1:1

4 Natrio alginatas:pektinas:HEC 1:1:2

5 Natrio alginatas:HEC 1.1

6 Natrio alginatas:HEC 1:2,3

7 Natrio alginatas:HEC 2,3:1

Kapsulés gamintos ekstruzijos badu, kadangi tai nebrangus metodas, nekenksmingas
lasteléms, uztikrina aukstg lgsteliy gyvybinguma, tinka dirbui su nedideliais kiekiais.

Visy ekstruzijos metodu pagaminty kapsuliy nuotraukos pateikiamos 3.2 paveiksle. IS
nuotrauky matyti, kad kapsuliy (Zr. a, c, g), kuriy sudétyje alginatas sudaro pus¢ polimery masés ar
daugiau, forma yra taisyklinga, apvali, o kapsuliy (zr. b, d, e, f), kuriy sudétyje alginato yra maziau
nei puse€, pasitaiko nemazai ovalo formos daleliy. Taigi, kapsuliy forma priklauso nuo polimery

misinio sudéties.

44



b)

d)

9)

3.2 pav. Makrokapsulés: a) alginato; b) alginato:pektino:HEC  (1:1:1); c¢)
alginato:pektino:HEC (2:1:1); d) alginato:pektino:HEC (1:1:2); e) alginato:HEC (1:1); f)
alginato:HEC (1:2,3); g) alginato:HEC (2,3:1)

3.3 Makrokapsuliy mechaninés savybés

Makrokapsuliy kietumas yra svarbi charakteristika, turinti jtakos kosmetikos produkto
teksttirai ir bakterijy difuzijai i§ kapsuliy. IS gauty duomeny pastebéta, kad stipriausios yra alginato
kapsulés (1 bandinys), kurios atlaiké net 4,52 N mechaning jégg. Vidutiniu kietumu pasizyméjo 3, 5
ir 7 bandiniai, kurie atitinkamai atlaiké 2,78 N, 3,01 N ir 2,41 N jéga. Maziausiu kietumu
pasizyméjo kapsulés, kuriy sudétyje yra daugiau HEC, t.y. 4 ir 6 bandiniai, — jie atlaiké tik 1,31 N ir
1,36 N jéga. 2 bandinys atlaiké 1,51 N mechaning jéga, kuri yra kiek didesné nei 4 ir 6 bandiniy.
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Apzvelgus gautus rezultatus, galima daryti iSvada, kad kapsuliy mechaninés savybés priklauso
nuo jy sudéties ir biopolimery koncentracijos. Visais atvejais, didinant HEC kiekj polimery sudétyje,

gaunamos minkstesnés kapsulés.

55 - 4,52

5 - \‘
45 -
4 1 ‘ 3,01

35 - 278 [
z
S T 2,41
B 25 - l J I
2 1,51 1’T31 1,36
1,5 1 1 T
1 - | 1
05 -
1 2 3 4 5 6 7

Bandinio numeris

3.3 pav. Makrokapsuliy kietumas: 1-alginato; 2-alginato:pektino:HEC (1:1:1); 3-
alginato:pektino:HEC (2:1:1); 4-alginato:pektino:HEC (1:1:2); 5-alginato:HEC (1:1); 6-
alginato:HEC (1:2,3); 7-alginato:HEC (2,3:1)

3.4 pav. Alginato:HEC (1:2,3) makrokapsuliy vaizdas a) pries ir b) po kietumo nustatymo

3.4 paveiksle pateikiama 6 bandinio nuotrauka prie§ ir po kietumo nustatymo. Analizés metu

kapsulés yra suardomos.
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3.4 Polimery sgveika kapsuliy formavimo metu

Kapsulés buvo gaminamos polimery tirpala lasinant j kalcio chlorido tirpala. Siuo metodu
alginato kapsulés susidaro dél natrio, esancio prie a-L-gulurono (G) riigsties karboksigupés, jony
mainy su dvivalendiais Ca®* Katijonais (». 3.5 pav.). Gaunamas trimatis tinklas, kuriame Ca®*
katijonai apsupami polimerinio alginato grandinémis. Biitent $i ,,kiausinio—dézutés* struktiira leidzia
iterpti gyvas lasteles | vidy, nesumazinant jy gyvybingumo [34, 39]. Analogiskai ir pektinas,

sgveikaujant su kalcio jonais, sudaro tinkling struktiira.
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3.5 pav. ,,Kiausinio—dézutés* struktiiros susidarymo schema [63]

Tuo tarpu kapsuliy su HEC susidarymo mechanizmas néra aiskus, nes literatiiroje informacijos
apie tai nerasta. Kadangi HEC yra vandenyje tirpus, tai buvo jdomu nustatyti, ar Sis polimeras
nepasiSalina kapsuliy susidarymo metu ir laikant kapsules vandenyje.

Nustatyta, kad HEC netirpsta kalcio chlorido tirpale, naudojamo kapsuléms formuoti, todél
visas formuojamajame tirpale buvgs HEC islieka kapsulése.

Siekiant jsitikinti, ar HEC nepasisalina i§ kapsuliy laikant jas vandenyje, buvo atliekamas
tyrimas acetone (zr. 3.6 pav.). Acetone HEC netirpsta ir iSkrenta nuosédomis. Tyrimas atliktas taip: j
vieng mégintuvélj jpiltas HEC tirpalas acetone, kaip etalonas, o j likusius — vanduo, kuriame buvo

laikytos skirtingos kapsulés. Ipylus vienoda kiekj acetono j visus mégintuvélius su vandeniu,
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pastebéta, kad 1, 2 ir 3 numeriu pazymétuose mégintuveliuose tirpalai tuoj pat susidrumste, o 4, 5 ir
6 numeriu pazymétuose mégintuvéliuose tirpalai iSliko skaidriis. Taigi, palyginus su etaloniniu
tirpalu, galima teigti, kad HEC atsipalaiduoja i$ bandiniy, kuriy numeriai 1, 2 ir 3, t.y. ty kapsuliy,
kuriy sudétyje yra pektinas. IS kapsuliy be pektino HEC nepasisalina.

HEC
acetone

3.6 pav. HEC atsipalaidavimas i$ kaspuliy: 1-alginato:pektino:HEC (1:1:1); 2-
alginato:pektino:HEC (2:1:1); 3-alginato:pektino:HEC (1:1:2); 4-alginato:HEC (1:1); 5-
alginato:HEC (1:2,3); 6-alginato:HEC (2,3:1)

Tokiu atveju, kilo klausimas, kokiu principu HEC uzsilaiko kapsulése. Tam, visy pirma, buvo
atlikti polimery biosuderinamumo tyrimai, iSliejant dviejy polimery misinio tirpalus Petri 1ékstelése
ir i8dZziovinant gautas pléveles. Tyrimo metu buvo tikrinamas pektino-alginato, alginato-HEC ir
HEC-pektino biosuderinamumas. Nustatyta, kad pektinas tiek su alginatu, tiek su HEC nesiderina,
nes plévelé nebuvo tolygi. Tuo tarpu alginato-HEC pléveléje jokiy polimery atsiskyrimo pozymiy
nepastebéta, t.y. alginatas pasizymi suderinamumu su HEC. Esant polimery suderinamumui, galima
tikétis, HEC makromolekulés persipina su alginato makromolekulémis ir sgveikauja vandeniliniais
rySiais. Dél Sios sgveikos, jvykus alginato jonotropinei gelizacijai, HEC islieka kapsuliy sudétyje
(zr. 3.7 pav.). Literatiroje [64] taip pat daroma prielaida, kad alginate likusios laisvos

karboksigrupés jungiasi su HEC hidroksigrupémis.
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Natrio alginatas HEC

3.7 pav. Kalcio alginato-HEC struktiiros susidarymo schema

Remiantis gautais duomenimis kapsuliy, kuriy sudétyje yra pektino, atsisakyta ir tolimesni
tyrimai atliekami su alginato ir alginato-HEC kapsulémis. Be to, dalis kapsuliy buvo liofilizuota,

kadangi kai kuriais atvejais (transportavimo, saugojimo) kapsulés pageidaujamos sausame pavidale.
3.5 Makrokapsuliy dydZio nustatymas

Neliofilizuoty (Zr. 3.8a pav.) ir liofilizuoty (zr. 3.8b pav.) makrokapsuliy dydis nustatytas
matuojant mikroskopu.

3.8 pav. Neliofilizuoty (a) ir liofilizuoty (b) makrokapsuliy mikroskopinés nuotraukos
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Liofilizuoty ir neliofilizuoty makrokapsuliy dydis iSmatuotas ir po jy brinkinimo tam tikrg
laiko tarpg (24 val. ir 1 mén.) terpése bei tirpaluose su medziagomis, kurias numatoma naudoti
kosmetikos produktuose: vandenyje, mineraliniame aliejuje, glicerolyje bei tirpaluose su cetearilo
alkoholiu, glicerolio stearatu ir ceteareth 20 (Zr. 3.9-3.14 pav.). Visy rasiy neliofilizuoty
makrokapsuliy dydis po jy brinkinimo 24 val. ir 1 mén. tiriamuosiuose tirpaluose buvo toks pats

kaip po 0 val., todél grafikuose rodomas tik vienas laiko momentas.

37 W Makrokapsulés & Liofilizuotos makrokapsulés
245 2,45
25 | 2,45
S
E ] T
g 1,69
= 15
w
3
X 1 A
wn
0,5
0 T T T T T T T
po po po po po po po po po po po po
Oval. Oval. 24val. 1mén. Oval. Oval. 24val. Imén Oval. Oval. 24val. 1mén.
Vandenyje Min. aliejuje Cet. alk. tirpale
3.9 pav. Alginato makrokapsuliy dydis, mm
31 B Makrokapsulés ™ Liofilizuotos makrokapsulés
2,45 2,45 245
2,5 1
E 2
E 166 1,61
S
= 15 A
2
2
n 17
0,5
po po po po po po po po po po po po
Oval. Oval. 24val. 1mén. Oval. Oval. 24val. Imén. Oval. Oval. 24val. 1mén
Glic. stearato tirpale Ceteareth 20 tirpale Glicerolyje

3.10 pav. Alginato makrokapsuliy dydis, mm
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Alginato makrokapsuliy dydis pateiktas 3.9 ir 3.10 paveiksluose. I$ pateikty rezultaty matyti,
kad po liofilizacijos makrokapsuliy dydis sumazejo 36 %. Nors liofilizuotos makrokapsulés buvo
brinkinamos vandenyje, mineraliniame aliejuje, tirpaluose su ceteareth 20, cetearilo alkoholiu,
glicerolio stearatu 24 val. ir 1 mén., pastebéta, kad makrokapsulés praktiskai nebrinksta nei viename
i§ komponenty, kadangi jy dydZio pokytis yra minimalus. Zymesnis liofilizuoty kapsuliy dydZio
pokytis pastebétas po 1 ménesio brinkinimo glicerolyje — dydis padidéjo 36 %.

31 B Makrokapsulés  # Liofilizuotos makrokapsulés
25 {241 ,gp 241 2,41
2,06
2,00 2,00 2,00 '
E 24
S
S
= 15 A
2
<
» 17
0,5 1
0 - T T T T T T T T T T T
po po po po po po po po po po po po
Oval. Oval. 24val. 1mén. Oval. Oval. 24val. Imén. Oval. Oval. 24val. 1mén
Vandenyje Min. aliejuje Cet. alk. tirpale
3.11 pav. Alginato:HEC (1:2,3) makrokapsuliy dydis, mm.
3 1 B Makrokapsulés " Liofilizuotos makrokapsulés
25 {241 241 2,41
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<
n 17
0,5 1
0 - T T T T T T T T T T T
po po po po po po po po po po po po
Oval. Oval. 24val. 1mén. Oval. Oval. 24val. Imén. Oval. Oval. 24val. 1mén
Glic. stearato tirpale Ceteareth 20 tirpale Glicerolyje

3.12 pav. Alginato:HEC (1:2,3) makrokapsuliy dydis, mm
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Alginato:HEC (1:2,3) makrokapsuliy dydis pateiktas 3.11 ir 3.12 paveiksluose. I§ gauty
duomeny matyti, kad po liofilizacijos dydis sumazéjo 17 %. Taip pat nustatyta, kad liofilizuoty
makrokapsuliy dydis praktiskai nepasikeité po 24 val. brinkinimo vandenyje, mineraliniame aliejuje,
glicerolyje, tirpaluose su ceteareth 20, cetearilo alkoholiu ir glicerolio stearatu. Panasus dydzio
pokytis isliko ir po 1 mén. brinkinimo tirpaluose su ceteareth 20, cetearilo alkoholiu ir glicerolio
stearatu prieSingai nei vandenyje, mineraliniame aliejuje ir glicerolyje — $iuo atveju liofilizuoty
kapsuliy dydis vandenyje padidéjo 16 %, o mineraliniame aliejuje ir glicerolyje 10 %.

3 A

m Makrokapsulés = Liofilizuotos makrokapsulés
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3.14 pav. Alginato:HEC (2,3:1) makrokapsuliy dydis, mm
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Alginato:HEC (2,3:1) makrokapsuliy dydis pateiktas 3.13 ir 3.14 paveiksluose. I§ gauty
rezultaty pastebéta, kad, kaip ir pries tai aptarty kapsuliy rusiy, po liofilizacijos makrokapsuliy dydis
sumazgjo — Siuo atveju dydis sumazéjo 28 %. Taip pat nustatyta, kad liofilizuoty makrokapsuliy
dydis po brinkinimo tirpaluose su ceteareth 20, cetearilo alkoholiu ir glicerolio stearatu isliko
panaSus. ReikSmingesnis liofilizuoty kapsuliy dydzio pokytis nustatytas po 1 ménesio brinkinimo
glicerolyje — dydis padidéjo 27 %.

Apzvelgus gautus rezultatus, galima daryti i§vada, kad visy riisiy liofilizuotos makrokapsulés
nejgyja savo pradinio buvio brinkinant jvairiose terpése. Vadinasi, dZziovinimo procesas yra dar

vienas faktorius, turintis didelés reik§més makrokapsuliy dydziui.
3.6 Liofilizuoty kapsuliy morfologija

Kapsuliy morfologija tirta skenuojamosios elektroninés mikroskopijos (SEM) metodu. I§
nuotrauky (Zr. 3.15 pav. a, b, ¢) matyti, kad visy rasiy kapsulés po liofilizacijos netenka sferinés
formos. Taip pat pastebéta, kad skiriasi iSorinis pavirSius. Kapsuliy, kuriy sudétyje yra HEC, iSorinis
pavir$ius yra lygesnis nei alginato kapsuliy.

Kapsuliy pory dydis apskaiciuotas pasirinkus 20 atsitiktiniy pory (Zr. 3.16 pav. d, e, f). I§
gauty duomeny nustatyta, kad alginato kapsuliy pory dydis siekia vidutiniskai 15 um, alginato:HEC
(1:2,3) kapsuliy — vid. 30 um, o alginato:HEC (2,3:1) kapsuliy — vid. 20 pm. Maziausiomis poromis

pasiZzymi alginato kapsulés, o kuo kapsulése daugiau HEC, tuo didesnés jy poros.
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3.15 pav. Liofilizuoty kapsuliy SEM vaizdas: a), d) alginato; b),e) alginato:HEC (1:2,3); c), )
alginato:HEC (2,3:1). Didinimas: 100x (a, b, c) ir 1000x (d, e, f).

Galima daryti iSvada, kad kapsuliy morfologijai turi jtakos polimery misinio sudétis.
3.7 Bakterijy jkapsuliavimas

L. plantarum bakterijos kapsulése imobilizuotos, jvedant bakterijy suspensija i polimery

tirpalg, pries formuojant 1§ jy kapsules. Siekiant jsitikinti, kad probiotines bakterijas pavyko
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jkapsuliuoti, buvo atliekami mikroskopiniai tyrimai. 3.16 ir 3.17 paveiksluose pateikiamos

ikapsuliuoty bakterijy nuotraukos, kuriose matyti lazdelés formos bakterijos.

.

'Q mag spott WD |det HFW - 20 pm
20.00 kV'5 000 x 3.6 9.2 mm|LFD 51.2 pm Quanta 200 FEG

3.16 pav. Alginato:HEC (1:2,3) kapsulése jkapsuliuoty L. plantarum bakterijy SEM
nuotraukos (5000x didinimas)

3.17 pav. Alginato:HEC (2,3:1) kapsulése jkapsuliuoty L. plantarum bakterijy vaizdas, gautas su
epifluorescenciniu mikroskopu (100x didinimas)

Taigi, galima daryti iSvada, kad ekstruzijos metodas yra tinkamas L. plantarum bakterijoms

ikapsuliuoti, nes nuotraukose matyti nemazai bakterijy.
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3.8 Lactobacillus plantarum gyvybingumas makrokapsulése laikymo metu

Ikapsuliuoty bakterijy gyvybingumas makrokapsulése buvo nustatomas jy laikymo metu,
kadangi mikroorganizmai turi i§gyventi ne tik gamybiniy procesy, bet ir jy saugojimo metu. Siam
tyrimui atlikti neliofilizuotos ir liofilizuotos makrokapsulés su imobilizuotomis bakterijomis buvo
laikomos 4 savaites 5 °C temperatiiroje ir kas savaite buvo tiriamas bakterijy gyvybingumas.

3.18 paveiksle pateikti duomenys rodo, kad bakterijy gyvybingumas po liofilizacijos Zymiai
sumazéja — alginato ir alginato:HEC (1:2,3) makrokapsulése jkapsuliuoty bakterijy gyvybingumas
sumazéjo per 1,5 lg KSV ml?, o alginato:HEC (2,3:1) makrokapsulése per 1,4 lg KSV ml™.
Pastebéta, kad tiek neliofilizuotose, tiek liofilizuotose makrokapsulése jkaspuliuoty bakterijy
gyvybingumas po savaités laiko nepakito. Prasidéjus treciai savaitei, visy rusiy neliofilizuotose
makrokapsulése bakterijy gyvybingumas sumazéjo — alginato makrokapsulése per 1,7 Ig KSV ml?,
alginato:HEC (1:2,3) 1,1 Ig KSV ml?, o alginato:HEC (2,3:1) 0,7 Ig KSV ml?t. Tuo tarpu
liofilizuotose makrokapsulése, kuriy sudétyje yra HEC, po trijy savaiciy gyvybingy bakterijy
skaiCius (KSV) nezymiai sumazéjo, o liofilizuotose alginato kapsulése Siek tiek padidéjo. Taciau
pragjus dar vienai savaitei, tiek liofilizuotose, tiek neliofilizuotose visy rasiy makrokapsulése

bakterijy gyvybingumas toliau maze¢jo.
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3.18 pav. L. plantarum gyvybingumas neliofilizuotose ir liofilizuotose makrokapsulése
laikymo metu
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Akivaizdu, kad probiotiniy bakterijy gyvybingumas labai priklauso nuo dZiovinimo proceso.

3.9 Glicerolio stearato poveikis jkapsuliuotoms ir nejkapsuliuotoms Lactobacillus

plantarum bakterijoms

Glicerolio stearatas vienas 1§ dazniausiai naudojamy emulsikliy ir minkstikliy asmens
priezitros priemonése. Siekiant iStirti Sio emulsiklio poveikj nejkapsuliuotoms ir jkapsuliuotoms L.
plantarum bakterijoms, tyrimams buvo paruoStas 5 % glicerolio stearato tirpalas mineraliniame
aliejuje, i kurio vieng dalj buvo jpilta 1 ml grynos kultiros, o j kitg dalj buvo jdéta 1 g
makrokapsuliy su L. plantarum kultira. Gyvybingy L. plantarum bakterijy skaiius buvo
nustatomas po 0; 24; 48 ir 96 valandy.
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—@— Nejkapsuliuota L. plantarum —&— Alginatas:HEC (1:2,3) —&— Alginatas
=— Alginatas:HEC (2,3:1) —&—Liof. alginatas —&— L iof. alginatas:HEC (1:2,3)

Liof. alginatas:HEC (2,3:1)

3.19 pav. Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumas glicerolio stearato tirpale

Pasak literatiros Saltiniy, jkapsuliavimo ir imobilizavimo metodai padidina probiotiniy
bakterijy gyvybinguma ir stabilumg. 3.19 paveiksle pateikti duomenys rodo, kad jkapsuliuoty
bakterijy skaiCius, paveikus jas 5 % glicerolio stearato tirpalu, po 24 val. neliofilizuotose visy rasiy
makrokapsulése isties yra didesnis, lyginant su nejkapsuliuotos kultiiros. Gyvybingumo Ig KSV ml*
alginato ir alginato:HEC (2,3:1) makrokapsulése padidéjo per 0,6 , o alginato:HEC (1:2,3) per 0,5.
Tuo tarpu visy rasiy liofilizuotose makrokapsulése bakterijy gyvybingumas po 24 val. yra mazesnis,

lyginant su nekapsuliuota kultiira — alginato kapsulése bakterijy kiekis sumazéjo nuo 9,2 Ig KSV ml
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Liki 8,7 Ilg KSV ml?, alginato-HEC (2,3:1) iki 8,4 Ig KSV ml? ir alginato-HEC (1:2,3) iki 8,1 Ig
KSV ml?. Nustatyta, kad visa likusj tyrimo laika (72 val.) jkapsuliuoty bakterijy gyvybingumas visy
rasiy kapsulése nezymiai mazéjo, iSskyrus liofilizuotose alginato:HEC (2,3:1) makrokapsulése — po
48 val. pastebétas staigesnis gyvybingumo sumazéjimas. Lyginant nejkapsuliuotg kultlirg su
jkapsuliuota, gyvybingy mikroorganizmy skai¢ius po 48 val. iSliko pastovus iki pat tyrimo pabaigos.

Remiantis gautais duomenimis, galima daryti iSvada, kad 5 % koncentracijos glicerolio
stearatas nepasizymi antimikrobiniu aktyvumu. Kad tokios koncentracijos glicerolio Stearatui
nebudingas antimikrobinis poveikis, tvirtina ir mokslininkai J. J. Kabara ir D. S. Orth [65].
Literaturos Saltiniuose taip pat rasta duomeny, kad taikant mikrokapsuliavimo technikg, glicerolio
monostearatas yra viena i§ jkapsuliuojanc¢iy medziagy, kuri kartu su kukuriizy krakmolu naudojama

ikapsuliuojant tiriamasias L. plantarum [66].

3.10 Cetearilo alkoholio poveikis jkapsuliuotoms ir nejkapsuliuotoms Lactobacillus

plantarum bakterijoms

Cetearilo alkoholis — tai riebaly alkoholis, placiai naudojamas kosmetikos priemonése kaip
emulsiklis, minkstiklis, emulsijy stabilizatorius ir klampumg reguliuojanti medziaga. Pasak

literatiiros Saltiniy, jis daZnai derinamas kartu su glicerolio stearatu [67].

11,0

10,5 §

[EEN
o
o

Bendro mikroorganizmy skaiciaus lg,
KSV-ml-1

C @ O
9,0 ,]
8,5
) \
—_—
810 ‘m
7,5 T T T ,
0 24 48 72 96
Trukmé, val.
=@— Nejkapsuliuota L. plantarum —@— Alginatas —&— Alginatas:HEC (1:2,3)
=— Alginatas:HEC (2,3:1) —&—Liof. alginatas —&— L iof. alginatas:HEC (1:2,3)

Liof. alginatas:HEC (2,3:1)

3.20 pav. Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumas cetearilo alkoholio tirpale
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Siekiant istirti 4 % cetearilo alkoholio poveikj nejkapsuliuotai ir jkapsuliuotai L. plantarum
kulttirai, tyrimai buvo atlikti tokiomis paciomis salygomis kaip ir su glicerolio stearato tirpalu. I$
gauty duomeny (zr. 3.20 pav.) pastebéta, kad Sio emulsiklio poveikis probiotiky gyvybingumui labai
panasus ] glicerolio stearato poveikj (Zr. 3.19 pav.) IS karto po nekapsuliuotos kultiiros kontakto (0
val.) su tiriama medZiaga gyvybingy bakterijy skaiciaus logaritmas buvo 9,1 kaip ir po glicerolio
stearato kontakto su nejkapsuliuota L. plantarum.

Tokie pat rezultatai gauti ir su jkapsuliuota kultiira — atitinkamai alginato kapsulése bakterijy
kiekis po 0 val. buvo 9,9 Ilg KSV ml?, alginato:HEC (2,3:1) 10,0 Ig KSV ml, alginato:HEC (1:2,3)
10,2 g KSV ml?, liofilizuotose alginato:HEC (1:2,3) 8,5 Ig KSV ml™. Tuo tarpu liofilizuotose
alginato ir alginato:HEC (2,3:1) makrokapsulése gyvybingy bakterijy skaicius po O val. cetearilo
alkoholio tirpale skyrési per 0,1 1lg KSV ml?, lyginant su gyvybingumu glicerolio stearato tirpale.
Ryskiausias cetearilo alkoholio poveikio skirtumas yra tas, kad nejkapsuliuotos L. plantarum
gyvybingumas visg tyrimo laikotarpj nekito.

Nepaisant pastebéty keliy mikroorganizmy gyvybingumo skirtumy, atlikti tyrimai parodé, kad
ikapsuliavimas padidina probiotiniy bakterijy gyvybinguma, o liofilizacija ji sumazina. Taip pat
nustatyta, kad cetearilo alkoholio antimikrobinis poveikis yra nezymus, ka teigia ir moksliné
literatira. Mokslininkai Thiemann ir Petersen—Straectmans tirdami emulsikliy miSiniy
konservuojancias savybes A/V emulsijose, nustat¢, kad dauguma emulsikliy pasizymi
antimikrobiniu aktyvumu prie§ Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 8739), Candida albicans (ATCC 12231) ir Aspergillus
brasiliensis (ATCC 16404). Dviejy emulsikliy miSiniy, sudaryty i§ vienodo kiekio cetearilo
alkoholio ir skirtingo kiekio cetearilo gliukozido, tyrimai parodé, kad antimikrobiniu poveikiu
pasizymi cetearilo gliukozidas, o ne cetearilo alkoholis [68].

3.11 Ceteareth 20 poveikis jkapsuliuotoms ir nejkapsuliuotoms Lactobacillus plantarum

bakterijoms

Ceteareth 20 — tai dar vienas emulsiklis, kuris yra neatsiejama kosmetikos priemoniy dalis.
Analizuojant Sio emulsiklio jtakg probiotiniy bakterijy gyvybingumui, tyrimai atlikti tomis paciomis
salygomis kaip ir su prie§ tai minétais emulsikliais.

IS gauty rezultaty (zr. 3.21 pav.) matyti, kad ceteareth 20 pasizymi stipresniu antimikrobiniu
poveikiu, lyginant su glicerolio stearatu ir cetearilo alkoholiu. Nustatyta, kad nejkapsuliuota L.

plantarum paveikus 3,5 % ceteareth 20 tirpalu gyvybingumas po 96 val. sumazéjo per 2 Ig KSV ml
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! lyginant su gyvybingy bakterijy skai¢iumi tirpaluose su glicerolio stearatu (zr. 3.19 pav.) ir
cetearilo alkoholiu (zr. 3.20 pav.).

Zenklus mikroorganizmy gyvybingumo sumaZzéjimas taip pat pastebétas visy risiy kapsulése,
jas paveikus ceteareth 20 tirpalu, tyrimo pabaigoje, t.y. gyvybingumo logaritmas nuo tyrimo
pradzios iki pabaigos alginato, liofilizuotose alginato ir alginato:HEC (2,3:1) kapsulése sumazéjo
1,8 vieneto, alginato:HEC (2,3:1) 2,1 vieneto, alginato:HEC (1:2,3) 2,9 vieneto, o liofilizuotose
alginato:HEC (1:2,3) kapsulése 2,6 vieneto.
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3.21 pav. Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumas ceteareth 20 tirpale

Nors tiek nejkapsuliuotos, tiek jkapsuliuotos kultiros gyvybingumas zymiai sumazéja
paveikus ceteareth 20, taciau, lyginant rezultatus tarpusavy, matyti, kad jkapsuliavimas padidina
bakterijy gyvybinguma. Tuo tarpu Kapsuliy liofilizavimas probiotiky gyvybingumg sumazina.

Duomeny apie ceteareth 20 antimikrobinj poveikj literatliroje nepateikiama, taciau galima
daryti prielaida, kad antimikrobinis aktyvumas pasireiSkia dél stipresniy emulguojanciy savybiy,

palyginus su cetearilo alkoholiu ar glicerolio stearatu.
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3.12 Glicerolio poveikis jkapsuliuotoms ir nejkapsuliuotoms Lactobacillus plantarum

bakterijoms

Glicerolis dél savo drékinanciy savybiy paprastai yra pagrindinis daugelio kosmetikos
priemoniy ingredientas. Sios medZiagos poveikis bakterijy gyvybingumui istirtas analogiskomis

salygomis kaip ir emulsikliy.
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3.22 pav. Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumas glicerolyje

3.22 pav pateikti duomenys rodo, kad i§ karto po grynos kultiiros kontakto su 2 % gliceroliu
gyvybingy bakterijy skai¢ius buvo 9,2 Ig KSV ml? ir isliko nepakites dar 24 val., tadiau po to
pradéjo mazéti. Tuo tarpu visy risiy kapsulése gyvybingumas tendencingai mazéjo iki pat tyrimo
pabaigos.

Taip pat aptikta, kad, lyginant su nejkapsuliuota kultira, didZiausias mikroorganizmy
gyvybingumas islieka alginato-HEC (2,3:1) kapsulése, o maziausias — liofilizuotose alginato-HEC
(1:2,3) kapsulése.

Galima daryti iSvada, kad glicerolio antimikrobinis aktyvumas prie§ L. plantarum yra
nezymus, kadangi gyvybingy bakterijy skai¢iaus logaritmas kito 1 g KSV ml™? ribose. Mokslinéje
literatiiroje teigiama, kad glicerolis placiai naudojamas ir kaip bakterijy Krioprotektantas, kuris

padeda palaikyti probiotiniy Igsteliy gyvybinguma liofilizacijos metu [69,70]. Literattiroje randama
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informacija, kad glicerolis pasizymi bakteriostatinemis savybémis, taciau néra bakteriocidas, neretai

naudojamas farmacijos pramongje [71, 72].

3.13 Konservanty poveikis jkapsuliuotoms ir nejkapsuliuotoms Lactobacillus plantarum

bakterijoms

Kosmetikos produkty nejmanoma jsivaizduoti be konservanty. Siems tyrimams pasirinkti ne
sintetiniai, o natiiralis konservantai, kurie laikomi saugesniais, maziau toksiskais ir maziau
kenksmingais Zmogaus sveikatai.

Benzoiné rugstis yra laikoma nattralia antimikrobine medziaga, nes gaunama i§ natiiraliy
Saltiniy [73]. Sios medziagos poveikis bakterijy gyvybingumui istirtas analogiskomis salygomis kaip

ir pries tai minéty medziagy.
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3.23 pav. Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumas 0,5 % benzoinés riigsties
tirpale
Istyrus 0,5 % benzoinés rugsties itaka probiotiky gyvybingumui, nustatytas stiprus Sio
konservanto antimikrobinis poveikis (zr. 3.23 pav.). Nejkapsuliuotos bakterijos ir visy rasiy
liofilizuotose kapsulése esancéios bakterijos zuvo po 24 val. Nors neliofilizuotose visy rasiy
kapsulése bakterijos buvo gyvybingos ilgesnj laiko tarpa (48 val.) nei liofilizuotose (24 val.), taciau

Jos taip pat zuvo.
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Vadinasi, galima daryti iSvada, kad 0,5 % koncentracija yra per didelé Sioms bakterijoms, o
kapsuliy sudétis yra netinkama tiriamajai kulttrai jkapsuliuoti.

Siekiant jsitikinti, ar bakterijos zuvo dél per stiprios konservanto koncentracijos, buvo paruostas
silpnesnés 0,1 % koncentracijos benzoinés riigsties tirpalas ir iStirtas jo poveikis neikapsuliuoty ir

jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumui.
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3.24 pav. Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumas 0,1 % benzoinés rugsties
tirpale

IS gauty rezultaty (Zr. 3.24 pav.) matyti, kad neikapsuliuotos bakterijos, liofilizuotose
alginato:HEC (2,3:1) ir liofilizuotose alginato kapsulése esancios bakterijos, o taip pat alginato:HEC
(1:2,3) ir alginato:HEC (2,3:1) kapsulése esancios bakterijos, paveikus jas 0,1 % koncentracijos
benzoine rugstimi iSliko gyvybingos ilgesnj laiko tarpg (72 val.) nei paveikus 0,5 % benzoinés
rugsties tirpalu. Taip pat pastebéta, kad alginato kapsulése jkapsuliuotos bakterijos neZzuvo per visa
tyrimo laikotarpj, t.y. 96 val., tatiau jy gyvybingumas po 96 val. tesieké 4 1g KSV ml™. Tuo tarpu L.
plantarum bakterijos, esancios liofilizuotose alginato:HEC (1:2,3) kapsulése, zuvo po 24 val. kaip ir
paveikus 0,5 % benzoinés riigSties tirpalu.

Taigi, galima daryti iSvada, kad benzoiné riigStis yra netinkamas konservantas kosmetikos
priemonése su probiotikais. Be to, gauti rezultatai tik patvirtino literatliros Saltiniuose teigiama

informacija, kad benzoiné riigStis pasizymi stipriu antimikrobiniu aktyvumu prie§ gramteigiamas
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bakterijas [74,75]. Gramteigiamos bakterijos neturi iSorinés membranos kaip gramneigiamos

bakterijos, tod¢l benzoinés rugsSties molekulés daug lengviau prasiskverbia per peptidoglikano

sluoksnj ir nesunkai destabilizuoja Igstelés membrang. Gramteigiamy bakterijy membranos

suardymas pateiktas 3.25 paveiksle.

Konservanto
molekulés

Stv Pavirsiaus
’ baltymai
/ N
%
0 Lipoteicho

= rigstys
—h (3 p—— Peptidoglikanas

} — Membrana

Membranos
baltymai

3.25 pav. Gramteigiamy bakterijy membranos suardymo schema

Kadangi benzoiné rugstis kaip antimikrobiné medziaga Siuo atveju yra netinkama, tolesniems

tyrimams pasirinktas kitas konservantas — tai Sensicare M 4200, kurio veiklioji medZziaga yra natrio

benzoatas su gliukonolaktonu. Anot literatiiros, benzoinés riigsties druska pasizymi antimikrobiniu

aktyvumu prie$ bakterijas, grybus ir mieles [76].
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3.26 pav. Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumas 0,25 % Sensicare M 4200

tirpale

I§ atlikty tyrimy (Zr. 3.26 pav.) paaiskéjo, kad Sios antimikrobinés medziagos poveikis yra
panasus kaip ir 0,1 % koncentracijos benzoinés riigsties. Nejkapsuliuotos bakterijos, liofilizuotose
alginato:HEC (2,3:1) ir liofilizuotose alginato kapsulése esan¢ios bakterijos paveikus 0,25 %
koncentracijos Sensicare M 4200 zuvo po 72 val., o liofilizuotose alginato:HEC (1:2,3) kapsulése
esancioS bakterijos zuvo po 24 val. Kaip ir paveikus 0,1 % benzoinés rugsties tirpalu. Taciau,
prieSingai gautiems rezultatams su 0,1 % ir 0,5 % koncentracijos benzoinés rugsties tirpalais,
neliofilizuotose visy risiy kapsulése esancios bakterijos iSliko gyvybingos visu tiriamuoju
laikotarpiu.

Remiantis rezultatais, matyti, kad per pirmas 24 val. alginato makrokapsulése jkapsuliuoty
bakterijy gyvybingumas sumazéjo nuo 9,6 Ilg KSV mltiki 8,7 Ig KSV ml?, alginato:HEC (2,3:1)
makrokapsulése nuo 9,1 Ig KSV ml?iki 7,5 Ig KSV ml?, o alginato:HEC (1:2,3) makrokapsulése
nuo 9,3 Ig KSV miItiki 8,2 Ig KSV ml™. Tai pat pastebéta, kad visg likusj tyrimo laikg (72 val.)
ikapsuliuoty bakterijy kiekis visy rii§iy kapsulése toliau mazéjo ir po 96 val. sieké 7,7 g KSV ml?
alginato makrokapsulése, 6,6 lg KSV ml! alginato-HEC (2,3:1) ir 7,5 Iy KSV mlalginato:HEC
(1:2,3) makrokapsulése.
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Apzvelgus gautus rezultatus, galima teigti, jog tiek kapsuliy sudétis, tiek kapsuliavimo
technologija yra tinkami L. plantarum bakterijoms jkapsuliuoti. Nors liofilizuotas kapsules yra
patogiau vartoti, taciau Siuo atveju liofilizacijos procesas yra nepageidaujamas, nes jis neapsaugo
bakterijy nuo antimikrobinio konservanty poveikio. To priezastimi, matomai, yra po liofilizacijos
padidéjes kapsuliy pory dydis, todél mazoms konservanto molekuléms nesunku patekti j kapsulés
vidy. Tai ypa¢ svarbu naudojant jkapsuliavime HEC, nes, anot literatiros, HEC padidina poras
alginato matricoje [77]. Vadinasi, atlikus liofilizacija kapsuliy, kuriy sudétyje yra HEC, pory dydis

dar padidéja ir mazos konservanto molekulés lengvai prasiskrebia j vidy.

3.14 Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty Lactobacillus plantarum gyvybingumas laikymo

kreme metu

Istyrus atskiry kosmetikos komponenty jtaka probiotiky gyvybingumui, bitina Zinoti ir $iy
bakterijy sgveikg su visais ingredientais kartu, nes keliy medziagy misinys kosmetinés priemonés
sudétyje gali veikti sinergistiskai ir tokiu biidu dar labiau slopinti mikroorganizmus arba padidinti jy
gyvybinguma.

Siekiant istirti nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumg laikymo kreme metu,
tyrimams buvo pagamintas kremas pagal receptira, nurodyta 2.2.11 skyrelyje. Tada j vieng dalj
kremo buvo jpilta 1 ml grynos kultiros, o j kita dalj buvo jdéta 1 g makrokapsuliy su L. plantarum
kultora. Gyvybingy L. plantarum bakterijy skai¢ius buvo nustatomas po 0; 24; 48; 72 ir 96 valandy.
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3.27 pav. Nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty L. plantarum gyvybingumas laikymo kreme metu
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3.27 paveiksle pateikti duomenys rodo, kad liofilizacija panaikina makrokapsuliy apsauginj
poveikj, nes visi mikroorganizmai zuvo. Nustatyta, kad nejkapsuliuotos bakterijos, liofilizuotose
alginato:HEC (2,3:1) ir liofilizuotose alginato kapsulése esancios bakterijos zuvo po 72 val., 0
liofilizuotose alginato:HEC (1:2,3) kapsulése esancios bakterijos zuvo po 48 val. Tuo tarpu
neliofilizuotose makrokapulése esancios bakterijos buvo gyvybingos visu tiriamuoju laikotarpiu.

Lyginant nejkapsuliuota kultiira su jkapsuliuota, matyti, kad gyvybingy mikroorganizmy
skai¢ius po jkapsuliavimo padidéjo visy rusiy makrokapsulése — alginato kapsulése 1,2 vieneto,
alginato:HEC (1:2,3) 1,4 vieneto, o alginato:HEC (2,3:1) 1 vieneta. Praéjus 24 val. nuo tyrimo
pradzios, bakterijy gyvybingumas visy tipy kapsulése sumazéjo 1 Ig KSV mi™. Nepaisant to, kad per
kitas 48 val. gyvybingy bakterijy kiekis visy rusiy kapsulése mazéjo skirtingai (tai l1éCiau, tai
greiciau), po 96 val. jy skaiCius buvo panaSus — alginato kapsulése gyvybingumo logaritmas sieké
5,4 lg KSV ml?, alginato:HEC (1:2,3) 5,2 Ig KSV ml?, o alginato:HEC (2,3:1) 4,9 Ig KSV ml,
Atlikus tyrimus po ilgesnio laiko tarpo (po 1 ménesio), pastebéta, kad visy rasiy neliofilizuotose
kapsulése bakterijy gyvybingumas tik neZymiai sumazéjo, vadinasi, bakterijos sugebéjo prisitaikyti
prie aplinkos.

Remiantis rezultatais, matyti, kad jkapsuliavimas apsaugo nuo natiiralaus konservanto

antimikrobinio poveikio, nes jkapsuliuotos bakterijos iSliko gyvybingos visu tiriamuoju laikotarpiu.
3.15 Ikapsuliuoty Lactobacillus plantarum bakteriju atsipalaidavimas ir efektyvumas

Bakterijy atsipalaidavimas ant odos pavir$iaus, tepant kremg, svarbus tyrimas, patvirtinantis,
ar atliktas darbas buvo sékmingas. Sis tyrimas parodo, ar pagamintos kapsulés savo savybémis ne
tik yra tinkamos pritaikomumui kosmetikoje, bet ir efektyviai iSsaugo probiotiniy bakterijy
gyvybines funkcijas.

Jkapsuliuoty L. plantarum bakterijy atsipalaidavimas istirtas ir apskai¢iuotas pagal metodika,
nurodyta 2.2.10 skyrelyje. Duomenims palyginti apskai¢iuotas jkapsuliavimo efektyvumas (E) %
pagal literatiiroje nurodyta formulg [78, 79, 80]:

E- (MJ x100 (3.1)
Log,,N,

N — bakterijy skaicius prie$ jkapsuliavimg (vandeninéje suspensijoje);

No —bakterijy skaicius po jkapsuliavimo (kapsulés vandenyje).
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3.2 lentelé. Jkapsuliavimo efektyvumas ir bakterijy atsipalaidavimas ant odos

Kapsuliy sudétis Efektyvumas,% Atsipalaidavimas,%
Alginatas 96 52
Alginatas:HEC (1:2,3) 98 80
Alginatas:HEC (2,3:1) 97 64

3.2 lentel¢je pateikti jkapsuliavimo efektyvumo rezultatai rodo, kad tiek pasirinktas
jkapsuliavimo metodas, tiek pasirinktos jkapsuliuojanéios medziagos yra tinkamos L. plantarum
bakterijoms jkapsuliuoti, kadangi visy riisiy kapsulése efektyvumas virsija 95 %.

IS bakterijy atsipalaidavimo rezultaty matyti, kad maziausiai probiotiniy bakterijy
atsipalaidavo i$ alginato kapsuliy — tik 52 %, o daugiausiai — net 80 % is kapsuliy, kuriy sudétyje yra
daugiausiai HEC. Pastarosiose apskaiciuotas ir diziausias efektyvumas.

Galima daryti i§vada, kad tinkamiausios kapsulés pritaikomumui kosmetikoje yra tos, kuriy

sudétyje yra daugiausiai HEC.
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ISVADOS

Lactobacillus plantarum augimo kreivése, gautose terpése su skirtingomis pH reik§mémis,
nustatyta, kad bakterijos neauga, esant terpés pH 3. llgiausia lag fazé (9 val.) stebima, esant pH
4 ir 9, o trumpiausia (4 val.), esant pH 7 ir 8. Terpése, kuriy pH reikSmés 5, 6, 7, 8 ir 9
stacionari augimo fazé prasidéjo tuo paciu laiku — po 19 val.

IS natrio alginato, pektino ir hidroksietilceliuliozés ekstruzijos biidu pagamintos skirtingos
sudéties kapsulés, kurios skiriasi savo forma ir savybémis.

. Mechaniniy savybiy tyrimai parodé, kad maziausiu kietumu pasizymi alginato-pektino-
hidroksietilceliuliozés (svoriy santykiu 1:1:2) ir alginato-hidroksietilceliuliozés (1:2,3) kapsulés,
o didziausiu — alginato kapsulés.

Liofilizuoty kapsuliy morfologijos tyrimai parodé, kad visy rusiy kapsulés po liofilizacijos
netenka sferinés formos. Maziausias pory dydis nustatytas alginato kapsulése (vid. 15 um), 0
didziausias alginato-hidroksietilceliuliozés (1:2,3) kapsulése (vid. 30 um).

Nustatyta, kad liofilizacija gyvybingy bakterijy skai¢iy sumazina — alginato ir alginato-
hidroksietilceliuliozés (1:2,3) kapsulése jkapsuliuoty bakterijy gyvybingumas sumazéjo 1,5 Ig
KSV ml?, o alginato-hidroksietilceliuliozés (2,3:1) kapsulése 1,4 g KSV ml™. Pastebéta, kad
laikant 5 °C temperatiiroje Lactobacillus plantarum bakterijy gyvybingumo sumazéjimas yra
staigesnis neliofilizuotose kapsulése nei liofilizuotose.

5 % glicerolio stearatas, 4 % cetearilo alkoholis ir 2 % glicerolis neturéjo reikSminés jtakos
probiotiky gyvybingumui. Tuo tarpu 3,5 % ceteareth 20 pasizymi stipresniu antimikrobiniu
poveikiu dél stipresniy emulguojanciy savybiy.

Nattralts konservantai turé¢jo reikSmingos jtakos nejkapsuliuoty ir jkapsuliuotos bakterijy
gyvybingumui. Nustatyta, kad paveikus 0,25 % Sensicare M 4200 (natrio benzoatu su
gliukonolaktonu) konservantu neliofilizuotose visy rasiy kapsulése esancios bakterijos isliko
gyvybingos visu tiriamuoju laikotarpiu.

Pagaminti kremas ir pienelis su probiotikais. Istyrus nejkapsuliuoty ir jkapsuliuoty bakterijy
gyvybingumg kreme, pastebéta, kad nejkapsuliuota kulttira ir visy rasiy liofilizuotose kapsulése
esancios bakterijos Zuvo, o neliofilizuosose kapsulése esancios bakterijos buvo gyvybingos visu
tiriamuoju laikotarpiu.

. Nustatyta, kad tepant kremg ant odos, maziausiai probiotiniy bakterijy atsipalaidavo 1§ alginato

kapsuliy (52 %), o daugiausiai i§ alginato-hidroksietilceliuliozés (1:2,3) kapsuliy (80 %).
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju darbo vadovei prof., dr. J. Liesienei uz didelg pagalbg rasSant baigiamajj darba,
doc. dr. A. Sipailienei uz galimybe atlikti tyrimus mikrobiologijos laboratorijoje, laborantei R.
Grigalifinienei, lekt. dr. R. Zvirdauskienei, doktorantei S. Petraitytei uz pagalbg atliekant tyrimus ir
uz suteiktg informacija. Be $iy Zmoniy paramos ir pagalbos nebii¢iau parengusi Sio darbo, todél esu

jiems labai dékinga.
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