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ISradimo sritis

Sis iSradimas susijes su nauju probiotiniy bakterijy i§saugojimo badu, kur
panaudojamos polimerinés dalelés siekiant apsaugoti bakterijas nuo paviriaus
aktyviyjy medziagy ir kity ardanéiy junginiy, kurie paprastai naudojami asmens

higienos produktuose, jskaitant jy galutines formules.

ISradimo apzvalga

Probiotinés bakterijos (PB), tai grupé nepatogeniniy mikroorganizmy), kurie yra
naudingi Zmoniy ir gyviny sveikatai jvairiais skirtingais bGdais. Probiotinis poveikis gali
bati susijes su 3iais mechanizmais: (i) baktericidiniy medzZiagy sekrecija - metabolity,
peptidy ir fermenty gamyba, pH keitimas, bio-konkurencija, (ii) biopléveliy arba barjery
formavimas ir imunomoduliacija (1 - Walker WA. (2008) Mechanisms of action of
probiotics. Clin Infect Dis. 46 (Supplement 2): S87-S91 ). Probiotikai gali keisti odos
bakle, pavyzdZiui, jie geba efektyviai stabdyti atopinio dermatito vystymasi (2-
Yesilova, Y., Calka, O., Akdeniz, N., & Berktag, M. (2012). Effect of Probiotics on the
Treatment of Children with Atopic Dermatitis. Annals of Dermatology, 24(2), 189-193.),
iskaitant ir kity odos ligy prevencijg ir odos biklés pageréjima (3 - Reid, G., Jass, J.,
Sebulsky, M. T., & McCormick, J. K. (2003). Potential Uses of Probiotics in Clinical
Practice. Clinical Microbiology Reviews, 16(4), 658-672.). Kai kurie bakteriniai
metabolitai gali veikti kaip antioksidantai ir maZinti arba padeéti iSvengti melanogenezés
ar kity reaktyviojo deguonies, ar cheminiy medziagy sukelty odos paZeidimy (4 - Tsao,
R., Yang, R. and Young, J.C. (2003) Antioxidant isoflavones in orange, maclura
pomifera (Raf.) Scheneid. J Agric Food Chem 51, 6445-6451., 5 - Wang, Y.C., Yu,
R.C. and Chou, C-C. (2006) Antioxidative activities of soymilk fermented with lactic
acid bacteria and bifidobacteria. Food Microbiol 23, 128-135). Sveikatai naudingas
probiotiky ir/arba jy metabolity poveikis odai buvo vienas i§ veiksniy paskatinusiy jy
naudojimg asmens higienos ir kosmetikos gaminiuose. Probiotiniy bakterijy jterpimo j
kosmetikos gaminius tikslas yra sumazinti odos infekcijy, odos riebaly balansavimo ir
dermatito padarinius. Vienas i§ pavyzdZiy yra EP 2306970 A1 patentas, kuriame
nurodomas kosmetinés sudéties iSradimas susidedantis i§ pieno rgsties ir/arba bifido
bakterijy misinio, kurio procentiné sudétis yra 0,001-20 % (w/w) kartu su vitaminais
(B3, BS, B6, C, D, E, PP), niacinu, karotenoidais, polifenoliais ir mineralais (Zn, Ca,
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Mg, Cu, Fe, I, Mn, Se, Cr) bei fitoestrogenais, baltymais, amino rugstimis, mono- ir
polisacharidais, fitoterpenais, fitosteroliais ir gliukozaminais. Siuose misiniuose buvo
naudojamos Lactobacillus paracasei ST1 bakterijos. Patento paraiSkoje taip pat
apraSomos probiotikais paremty kremy, geliy, milteliy ir table&iy sudétys (6- Patent
application EP 2306970 A1).

Patento paraiSka FR 2889057 apibréZia kosmetinés sudéties medziagg su
pienartigdtémis bakterijomis ir nesodiosiomis riebaly rigstimis bei jy esteriais (7-
Patento paraiSka FR 2889057). PanaSiai, patento paraiSka WO 2006/07922 apibrézia
kosmetinés sudéties junginj jautriai odai, kuris paremtas Lactobacillus paracasei arba
casei ir Bifidobacterium longum arba Bifidobacterium lactis bakterijy naudojimu kartu
su kitomis aktyviosiomis medZiagomis (8 - WO 2006/07922). ParaiSkos WO 02/28402
ir WO 03/070260 apibréZia mikroorganizmais paremtus kosmetinés sudéties junginius
jautriai odai su raminamosiomis savybémis ir apsauga nuo odg Zalojan¢io UV poveikio,
atitinkamai (9- Patento paraiSka WO 02/28402, 10- Patento paraiska WO 03/070260).

Nei viename i3 8iy patentais apsaugoty produkty nepabrézZiama probiotiky ar
ju metabolity stabilumo i8saugojimo, esant tiesioginiam kontaktui su kosmetikos
produktuose esanciomis cheminémis medziagomis, problema. Probiotiniy bakterijy
stabilumo jvairiuose miSiniuose problema gali bati susijusi su baktericidinémis,
bakteriostatinémis ir lizuojanéiomis kosmetikos gaminiy savybémis, ypac ty, kurie turi
pavirSiaus aktyviyjy medziagy, konservanty, terpeny, alkoholiy ir pan. Pavir§iaus
aktyvios medZiagos (PAM) yra pagrindiniai kosmetikos ir asmens higienos gaminiy
junginiai, kurie gali bati naudojami valymui, drékinimui, putojimui arba putojimo
stabdymui bei, kaip emulsikliai ar dispersantai. PAM yra vandenyje tirpls polimerai dél
savo amfofiliniy savybiy, ty. jy molekulé sudaryta i§ hidrofobinés “uodegos” ir
hidrofilinés “galvos”. Vandeniniuose tirpaluose PAM sudaro miceles — struktdrinius
vienetus, dél savo hidrofobinés uodegos, kuri atstumia polines grupes, ir hidrofilinés
liekanos, kuri nukreipta j tirpinj. Pagal molekulinius parametrus PAM yra skirstomos |
anijonines, katijonines ir nepolines (11- Surface-Active Agents: Advances in Research
and Application: 2011 Edition. Edited by Ashton Acto). Stipriausias bakterijas
lizuojantis poveikis pasireiSkia veikiant polinems PAM, kuriy veikimo mechanizmas
paremtas sgveika su bakterijy membrany hidrofobinémis ir hidrofilinémis dalimis,
atitinkamai. Dél Sito poveikio bakterijy sieneliy membranos suplysta ir jvyksta Igstelés
lizé bei jos turinio — tirpiy baltymy, ribosomy, DNR ir RNR, i8siliejimas j aplinkg (12 -
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Vasily N. Danilevich, Lada E. Petrovskaya, Eugene V. Grishin (2008) A Highly Efficient
Procedure for the Extraction of Soluble Proteins from Bacterial Cells with Mild
Chaotropic Solutions. Chem. Eng. Technol. 31, 6: 904-910). Bakterijy atsparumas
jvairiems fiziniams ir cheminiams veiksniams gali bati padidintas inkapsuliuojant jas j
jvairiy polimery kapsules arba jmobilizucjant ant jvairiy kietyjy daleliy pavirsiy (13 -
Riaz QU, Masud T.Recent trends and applications of encapsulating materials for
probiotic stability. (2013) Crit Rev Food Sci Nutr. 53(3):231-44). Yra keletas
technologijy naudojamy bakterijy inkapsuliacijai: pur8kiamasis dZiovinimas, ekstruzija
ir emulgavimas. Po to, susidare dalelés dar gali biti stabilizuojamos jas liofilizuojant.
MedZiagos, kurios gali bati naudojamos bakterijy inkapsuliacijai yra polisacharidai,
pavyzdzZiui alginatas, polisacharidai ir lipidai bei baltymai. Priklausomai nuo
inkapsuliavimo metodikos ir medzZiagy galima iSgauti kelis pagrindinius polimeriniy
kapsuliy tipus: rezervuarus (bakterinés lgstelés yra suspensijoje, kapsulés vidinéje
ertméje), bakterijos jterptos j polimerine matricg arba padengtos polimerine matrica.
Be to, skirtingy polimery ir inkapsuliavimo metodiky deriniai leidZia iSgauti jvairaus
dydZio kapsulés nuo 3 pm iki 5 mm. Galiausiai, bakteriniy lgsteliy paleidimas i$
kapsuliy, gali bati iSgaunamas veikiant temperatira, keiCiant drégmés kiekj,
regulivojant pH, paveikus fermentais ar mechanine jéga. Dabar egzistuojanéiy
bakteriniy preparaty inkapsuliavimo tikslas yra apsaugoti probiotines bakterijas nuo
zalingy salygy susidaranciy Zmoniy ir gyvany virSkinimo trakte t.y. labai Zemo pH (13
- Riaz QU, Masud T. Recent trends and applications of encapsulating materials for
probiotic stability. (2013) Crit Rev Food Sci Nutr. 53(3):231-44).

ISradimo santrauka

Probiotinés bakterijos (PB) yra gerai Zzinoma grupé mikroorganizmy dél jy
naudingo poveikio Zmogaus sveikatai. Taigi jos yra placiai naudojamos, kaip maisto ir
kosmetikos bei asmens higienos papildai (K/AHP).

PB teigiamas poveikis kosmetikos gaminiuose gali biti susijes su Zmogaus
mikrobiotos papildymu, jvairiy antioksidanty gamyba, drékinimu, biocidinio poveikio
junginiy gamyba ar kitais fermentacijos produktais, kurie tiesiogiai ar netiesiogiai daro
poveikj Zmogaus odai ar kitoms organy sistemoms.

Daugeliu atvejy Gram+ irfarba Gram- PB metabolitais papildomi asmens
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higienos ar buities priezilros produktai siekiant pagerinti produkty plaunamasias
savybes. Taliau pagrindiniai K/AHP junginiai: pavirSiaus aktyviosios medZiagos
(detergentai: katijoniniai - natrio laurilsulfatas (SLS), natrio kokoilgliutamatas;
amfoteriniai - benzalkoniumo chloridas, cetrimoniumo chloridas,
kokamidopropilbetainas, kokoamfoacetatas, natrio kokoilglicinatas; ne joniniai -
dietanolaminas ir kokogliukozidas), konservantai ir terpenai probiotines bakterijas
tiesiogiai veikia kaip biocidai, todél inkubaciniu produkty laikotarpiu, pvz., produkty
saugojimo ir naudojimo metu, probiotinés bakterijos yra inaktyvinamos - nuzudomos,
dél ko pakinta produkto sudeétis ir funkcijos. Taipogi, PB metabolitai gali sgveikauti su
produkto junginiais, bati paveikti UV spinduliy irfarba oksiduotis, todél pasikei€ia jy
cheminé sudétis arba jie yra inaktyvinami.

Mes panaudojome probiotiniy bakterijy saugojimo biddg ir pritaikéme jj PB
apsaugojimui nuo asmens higienos arba buities prieZiGros produktuose esandiy
detergenty, kurie pasiZzymi baktericidiniu poveikiu, t.y. pavirSiaus aktyviyjy medziagy -
katijoniniy, amfoteriniy ir nejoniniy detergenty, konservanty, terpeny (kvapy) ir ju
mi8iniy. PB apsaugos mechanizmas remiasi bakterijy imobilizacijos/inkapsuliacijos |
polimerines pektino/alginato arba alginato kapsules, kuriy polimerinis apvalkalas
padeda palaikyti stabily bakterijy gyvybingumag asmens higienos ar buities prieZitros
produktuose.

PB apsaugos mechanizmas remiasi bakterijy imobilizacijos/inkapsuliacijos |
polimero, pvz., polisacharido (pektino/alginato arba alginato) ir/arba polisacharidy ir
lipidy, irfarba baltymy, kapsules, kuriy polimerinis barjeras leidzia islaikyti bakterijy
gyvybinguma asmens higienos ar buities prieZilGros produktuose.

Kaip pavyzdj mes panaudojome Bacillus coagulans bakterijas ir jy metabolitus,
inkubuodami Zinomo titro inkapsuliuotas ir laisvas bakterines lgsteles su jvairiais
detergenty miSiniais bei asmens higienos produktais.

Mes eksperimenti$kai jrodéme, kad polimerinis inkapsuliavimas stabilizuoja
gyvy PB titrus arba sulétina bakterijy yrimg 120 valandy laikotarpyje esant 37°C
temperatdrai, (kas gali bati 120 dieny ekvivalentas esant kambario temperatirai)
inkubuojant bakterijas jvairiose asmens higienos produkty sudétinése dalyse. Siomis
eksperimentinémis salygomis mes nustatéme, kad gyvybingy inkapsuliuoty bakterijy
iSlikimas yra 60-90% geresnis lyginant su analogiskomis ne inkapsuliuotomis

bakterijomis, kur nuo 60 iki 90% bakterijy buvo inaktyvintos per tg patj laika, tomis
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paciomis inkubavimo sglygomis.

Trumpas bréZiniy aprasymas

Pav. 1. Pateikiami laisvy ir inkapsuliuoty liofilizuoty bei ne liofilizuoty B.
coagulans bakterijy iSgyvenamumo rezultatai po inkubacijos tirpale, kurj sudaro
amfoteriné pavirSiaus aktyvioji medziaga - kokamido propil betainas.

Pav. 2. Pateikiami inkapsuliuoty ir laisvy B. coagulans bakterijy
isgyvenamumo rezultatai po inkubacijos tirpale, kurj sudaro anijoniné pavir$iaus

aktyviosios medziaga - natrio laurilsulfatas.

Pav. 3. Pateikiami inkapsuliuoty ir laisvy B. coagulans bakterijy
iSgyvenamumo rezultatai po inkubacijos tirpaluose, kuriuos sudaro - 2%
kokogliukozido metiloleatas arba, 3% kokamido dietanolaminas, arba 7%
kokogliukozidas.

Pav. 4. Pateikiami inkapsuliuoty ir laisvy B. coagulans bakterijy
iSgyvenamumo rezultatai po inkubacijos tirpale, kurj sudaro greipfruty sékly ekstraktas
(konservantas) arba d-limonenas (terpenas), arba Azadirachta indica ekstraktas.

Pav. 5. Pateikiami inkapsuliuoty ir laisvy B. coagulans bakterijy
iSgyvenamumo rezultatai po inkubacijos tirpale, kurj sudaro nejoninés pavirSiaus
aktyviosios medZiagos esancios Siuose produktuose: SKYSTAS RANKY MUILAS SU
PROVITAMINU B5 (UAB Probiosanus) arba NAMINIY GYVUNY SAMPUNAS ILGAM
KAILIUI (UAB Probiosanus), arba NAMINIY GYVUNY SAMPUNAS TRUMPAM
KAILIUI (UAB Probiosanus).

Priemonés ir metodai

Bakteriniy Igsteliy paruo$imas

Visiems eksperimentams buvo naudojamos probiotinés padermés Bacillus
coagulans DSM 2311 bakterijos gautos i§ DSMZ. Bakteriniy lasteliy suspensija
paruosta auginant B. coagulans Igsteles 100 ml skystos mitybinés terpés (Oxoid) 1000
ml trio Erlenmejerio kolbose, 24 valandas esant 37°C temperatrai bei purtant 180



LT 6463 B

rmp greiiu. Prie$ inkapsuliavimg Igstelés buvo surinktos centrifuguojant jas 6000 rpm
greiiu Rotofix 32 A Hettich centrifugoje, véliau du kartus nuplautos ir patalpintos |
sterily 0,9 % NaCl tirpalg, kuriame Igsteliy koncentracija buvo 10''/ml.

Bakteriniy lgsteliy inkapsuliavimas

B. coagulans lgsteliy inkapsuliavimas buvo atliekamas naudojant emulsijos
formavimo metodg. 200 ml emulsijos, sudarytos i§ 40 % vandens fazés ir 60 %

saulégrazy aliejaus, buvo paruosta ir sumaiSyta iki homogeniskos konsistencijos.

Vandens fazé buvo sudaryta i$ 2,4 % alginato ir B. coagulans bakterijy lgsteliy,
kur bakteriniy lgsteliy skai€ius - 10°-10'° vienam gramui kapsuliy. Aliejiné fazé buvo
sudaryta i 99,5% saulégrgzy aliejaus su 1 % polisorbato 80. Siekiant iSgauti emulsijg,
bakterijy-alginato vandens fazé buvo létai pilama j aliejaus fazés tirpalg ir mai$yta bent
20 minudiy kambario temperatiroje. Po to, kai buvo suformuota emulsija, létai supiltas
sterilus 5,5 % CaClz tirpalas, kad jo galutiné koncentracija pasiekty 3 %. Tada reakcijos
misinys buvo inkubuojamas kambario temperatiiroje keletg valandy. Inkubacijos metu
tirpalas buvo ap$vieiamas UV $viesa, siekiant sumaZinti mikrobinio uZter$tumo
galimybe. Gautos bakteriniy Igsteliy kapsulés buvo surinktos centrifuguojant Zemame
slegyje ir plaunamos du Kartus steriliu dejonizuotu vandeniu bei laikomos 0,1 %
triptono vandenyje, esant 4 °C temperatirai. Buvo gautas 10'0 bakterinis titras 1g
kapsuliy drégno svorio.

Pasirinktinai, tolimesniems eksperimentams, kapsulés buvo liofilizuotos 24 val.
-110°C temperattroje Christ ALPHA 2-4 LSC aparate ir laikomos -20°C arba -80°C.
Subrendusiy kapsuliy dydis nustatytas naudojant Malvern Mastersizer 2000 ir svyravo
nuo 0.2 mm iki 0.24 mm liofilizuoty (30 minuéiy po rehidratacijos vandenyje), ir 0.2-
0.260mm neliofilizuoty.

Inkapsuliuoty bakterijy gyvybingumo analizé detergenty tirpaluose

1 g liofilizuoty ir rehidratuoty ar Svieziy mikrokapsuliy turingiy ~10'° bakterijy
buvo jdétas | pastovaus tdrio (100 ml) tirpalg, ty. detergenty misinj, kosmetikos
produkty turint] tirpalg arba galutinés formulés detergenty turintj produktg ir inkubuotas
37 °C temperatiroje. Méginiai buvo paimami tam tikrais laiko momentais norint jvertinti
bakterijy iSgyvenamumg. Po méginio paémimo, bakterinés kapsulés buvo plaunamos

du kartus su steriliu vandeniu ir j jas [dedamas pastovaus kiekio sterilus 2 % natrio
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citrato tirpalas, kuris padeda iSlaisvinti inkapsuliuotas bakterijas. Lasteliy suspensija
buvo skiedZiama nuo 10" iki 10° karty ir 100 pl tirpalo buvo séjama ant Petri leksteliy
su kieta mitybine terpe. Inkapsuliuoty ir laisvy bakterijy iSgyvenamumas [%] buvo
vertinamas lyginant KFV (kolonijas formuojantys vienetai) vidurkius kiekviename laiko
momente i$§ 3 pakartojimy.

Formulés:

KFV % Vfd)
PRI D
Vp

N (KFV) = (
N- numanomas KFV;
KFV - suskaiciuoty kolonijy i kiekvienos jvertintos Petri Iékstelés suma
Vp — lékSteliy taris
Vfd— galutinis praskiedimo taris

D - praskiedimo kartai

Bakterijy iSgyvenamumas [%] = N(1+nyN1*100
N1 — bakterijy KFV pirmame méginyje

N(1+n) - bakterijy KFV méginiuose tam tikrais laiko momentais

Pavyzdziai

1 pavyzdys.

1 g liofilizuoty ir rehidratuoty ar SvieZiy mikrokapsuliy turingiy 10" bakterijy
buvo jdétas | pastovaus tario (100 ml) detergento tirpalg ir inkubuotas 120 valandy
37°C temperatiroje. Paralelinis eksperimentas buvo atliktas su ne inkapsuliuotomis

Iastelemis (kontroliné grupé). Po meéginio paémimo, bakterinés kapsulés buvo
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plaunamos du kartus su steriliu vandeniu ir jdétos j pastovaus kiekio sterily 2% natrio
citrato tirpalg, kuris padeda iSlaisvinti inkapsuliuotas bakterijas. Lgsteliy suspensija
buvo skiedZiama nuo 10" iki 105 karty ir 100 pl tirpalo buvo séjama ant léksteliy su
kieta mitybine terpe. Inkapsuliuoty ir laisvy bakterijy iSgyvenamumas [%] buvo
vertinamas, kaip apraSyta skyriuje - Inkapsuliuoty bakterijy gyvybingumo analizé
detergenty tirpaluose, lyginant KFV vidurkius kiekviename laiko momente i3 3
pakartojimy.

Laisvy ir inkapsuliuoty bakterijy iSgyvenamumas tirpale turin€iame amfotering
pavirSiaus aktyvigjg medZiagg — kokamido propilbetaing (CAPB) 6,7% (medziagos
pradiné koncentracija — 99 %, BASF).

Eksperimentai parodé, kad 97% laisvy bakterijy (nuo pradiniy titry) buvo
inaktyvuotos po 0,5 val. dél CAPB poveikio, 0 ~50 % liofilizuoty ir ~35 % neliofilizuoty
inkapsuliuoty bakterijy i8gyveno po inkubacijos praéjus 120 val.,, esant 37 °C
temperatirai (Pav. 1).

Inkapsuliacija efektyviai iSsaugojo B. coagulans bakterijas amfoterinés
pavirSiaus aktyviosios medziagos - kokamido propilbetaino tirpale, nors $is junginys
inaktyvavo tos padios rasies ne inkapsuliuotas bakterijas.

Laiswvy ir liofilizuoty inkapsuliuoty bakterijy iSgyvenamumas tirpale turinéiame
anijoning pavirdiaus aktyviajg medziagg — 6,7 % natrio laurilsulfatg (SLS) (medzZiagos
pradiné koncentracija - 98 %, BASF).

Eksperimentai parodé, kad 80 % laisvy bakterijy buvo inaktyvuotos dél SLS
poveikio, o ~80 % liofilizuoty inkapsuliuoty bakterijy iSgyveno po inkubacijos praéjus
120 val., esant 37 °C temperatdrai (Pav. 2).

Inkapsuliacija efektyviai iSsaugojo B. coagulans bakterijas SLS tirpale nors $is
junginys inaktyvavo tos pacios risies ne inkapsuliuotas bakterijas.

Laisvy ir liofilizuoty inkapsuliuoty bakterijy iSgyvenamumas tirpaluose
turin¢iuose nejonines pavirSiaus aktyvigsias medZiagas: 2 % kokogliukozido
metiloleatg (medZiagos pradiné koncentracija - 98 %, BASF), 3 % kokamido
dietanolaming (medziagos pradiné koncentracija — 98 %, BASF) ir 7 % kokogliukozidg
(medziagos pradiné koncentracija - 98 %, BASF) (Pav. 3).

Eksperimentai parodé, kad 98 % laisvy bakterijy buvo inaktyvuotos dél
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kokogliukozido metiloleato poveikio po 0,5 val inkubacijos, o ~50% liofilizuoty
inkapsuliuoty bakterijy iSgyveno po 120 val. inkubacijos (Pav. 3, A dalis); 75 % laisvy
bakterijy buvo inaktyvuotos dél kokamido dietanolamino (B dalis) ir kokogliukozido (C
dalis) poveikio, o >95 % liofilizuoty inkapsuliuoty bakterijy i8gyveno po 120 val.
inkubacijos, 37 °C temperatdroje (B ir C dalys).

Inkapsuliacija efektyviai iSsaugojo B. coagulans bakterijas tirpaluose
turiniuose natdraliy nejoniniy pavirSiaus aktyviyjy medzZiagy nors Sie junginiai
inaktyvavo tos padios risies ne inkapsuliuotas bakterijas.

2 pavyzdys.

1 g liofilizuoty ir rehidratuoty mikrokapsuliy turin€iy 10'° bakterijy buvo jdétas
j pastovaus tdrio (100 ml) tirpalus: greipfruty sékly ekstrakto, d-limoneno arba
Azadirachta indica ekstrakto, ir inkubuotas 120 valandy 37°C temperatiroje.
Paralelinis eksperimentas buvo atliktas su ne inkapsuliuotomis Igstelémis. Po méginio
paémimo, bakterinés kapsulés buvo plaunamos du kartus su steriliu vandeniu ir jdétos
j pastovaus kiekio sterily 2 % natrio citrato tirpalg, kuris padeda iSlaisvinti
inkapsuliuotas bakterijas. Lasteliy suspensija buvo skiedZiama nuo 10" iki 10 karty ir
100 pl tirpalo buvo séjama ant Iék3teliy su kieta mitybine terpe. Inkapsuliuoty ir laisvy
bakterijy iSgyvenamumas [%] buvo vertinamas, kaip apraSyta skyriuje - Inkapsuliuoty
bakterijy gyvybingumo analizé detergenty tirpaluose, lyginant KFV vidurkius
kiekviename laiko momente i§ 3 pakartojimy.

Laisvy ir liofilizuoty inkapsuliuoty bakterijy iSgyvenamumas tirpaluose
turinCivuose: 0,6% konservanto — greipfruty sékly ekstrakto ((Citrus paradisi) —
medZiagos pradiné koncentracija - 98 %, LemonConcentrate) (Pav. 4, A dalis)), 0,7 %
terpeno, d-limoneno (medziagos pradiné koncentracija - 99 %, LemonConcentrate) (B
dalis) arba 5% Azadirachta indica ekstrakto (medziagos pradiné koncentracija — 90 %,
JSC,Baltkos®) (C dalis).

Eksperimentai parodé, kad 98 % laisvy B. coagulans bakterijy buvo
inaktyvuotos dél konservanto - greipfruty sékly ekstrakto poveikio po 6 val. inkubacijos,
0 >50 % liofilizuoty inkapsuliuoty bakterijy iSgyveno po 24 val. ir >35 % po 120 val.
inkubacijos (A dalis); 100% laisvy B. coagulans bakterijy buvo inaktyvuotos po 2
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valandy dél terpeny poveikio (B dalis) ir 75% dél Azadirachta indica ekstrakto poveikio
(C dalis), o ~80% liofilizuoty inkapsuliuoty bakterijy iSgyveno po inkubacijos praéjus 6
val. ir 75% po 120 val., 37°C temperatiroje (Pav. 4, B ir C dalys).

Inkapsuliacija efektyviai i§saugojo B. coagulans bakterijas tirpaluose
turinCiuose natdraliy, i3 sékly ekstrakty iSgauty konservanty, terpeny ir Azadirachta
indica ekstrakto, nors Sie junginiai inaktyvavo tos padios riiSies ne inkapsuliuotas
bakterijas.

3 pavyzdys.

Siame eksperimente, kaip detergenty turintys gaminiai buvo naudojami trys
komerciniai produktai i85 UAB "ProBioSanus” SKYSTAS RANKU MUILAS SU
PROVITAMINU B5 (sudétis 1 lentelgje), NAMINIY GYVUNY SAMPUNAS ILGAM
KAILIUI (sudétis 2 lenteléje) ir NAMINIY GYVUNY SAMPUNAS TRUMPAM KAILIUI
(sudétis 3 lenteléje).

1 g liofilizuoty ir rehidratuoty mikrokapsuliy turin¢iy 10'° bakterijy buvo jdétas
| pastovaus tario (100 ml) detergenty turin€ius produkty tirpalus, ir inkubuotas 120
valandy 37 °C temperatdroje. Paralelinis eksperimentas buvo atliktas su ne
inkapsuliuotomis Igstelémis. Po méginio paémimo, bakterinés kapsulés buvo
plaunamos du kartus su steriliu vandeniu ir jdétos j pastovaus kiekio sterily 2 % natrio
citrato tirpalg, kuris padeda i$laisvinti inkapsuliuotas bakterijas. Lasteliy suspensija
buvo skiedZiama nuo 10 iki 10° karty ir 100 pl tirpalo buvo séjama ant léksteliy su
kieta mitybine terpe. Inkapsuliuoty ir laisvy bakterijy iSgyvenamumas [%] buvo
vertinamas, kaip apraSyta skyriuje - Inkapsuliuoty bakterijy gyvybingumo analize
detergenty tirpaluose, lyginant KFV vidurkius kiekviename laiko momente i§ 3
pakartojimy.

Ne inkapsuliuoty ir alginato mikrokapsulése (skersmuo - 0,24 mm)
inkapsuliuoty liofilizuoty bakterijy iSgyvenamumas detergenty turinéiuose komerciniy
produkty tirpaluose.
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Lentelé 1. SKYSTAS RANKY MUILAS SU PROVITAMINU B5 (UAB
ProBioSanus)
Jungi CAS Nb Mase,
unginys .
giny [%]
Natrio laurilsulfatas (SLS
68891-38-3 6,4
koncentracija 70 %)
Alkil (C8-C10) poligliukozidas
68515-73-1 3,6
(koncentracija 70 %)
(Kokamido DEA,
68603-42-9 2,8
koncentracija 85 %)
Glicerolis 56-81-5 4
Apelsiny terpenai 5989-27-5 0,35
Kvapai 233799 0,1
D-pantenolis - 0,4
Etilhidroksietil celiuliozé
9004-58-4 0,9
(EHEC)
26172-55-4
Konservantas (apelsiny
, 2682-20-4 0,2
terpenai)
100-51-6
Citriny ragstis 5949-29-1 0,015
Lentelé 2. NAMINIY GYVONY SAMPUNAS ILGAM KAILIUI (UAB
ProBioSanus)
Junginys CAS Nb. Masé, [%]
Natrio kokoilgliutamatas 68187-30-4 10

(koncentracija 99 % )
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Kokogliukozidas 110615-47-9, 7,0
(koncentracija 99%) 68515-73-1
Kokobetainas (koncentracija
66455-29-6 5,0
99%)
Nimbamedzio ekstraktas 84696-25-3/ 1
(Azadirachta indica) 90063-92-6
Ramunéliy (Chamomila - 1
recutita) ekstraktas
Dilgeliy  (Urtica  dioica) 84012-40-8 1
ekstraktas
Ksantano guma 11138-66-2 0,75
Pieno rigstis /80 598-82-3 0,5
Konservantas ACNIBIO C 90045-43-5 0.06
PLUS ’
Lentelé 3. NAMINIY GYVUNY SAMPUNAS TRUMPAM KAILIUI (UAB
ProBioSanus)
, Masé,
Junginys CAS Nb.
[%]
Kaprilil kaprilgliukozidas 68515-73-1 5,38
(koncentracija 99 %)
Natrio kokoilgliutamatas 68187-30-4 4
(koncentracija 99 %)
Kokobetainas (koncentracija 99
66455-29-6 6,7
%)
Gliceril oleatas 77-92-9, 3,85
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kokogliukozidas 141464-42-8

NimbamedzZio ekstraktas 84696-25-3/ 1
(Azadirachta indica) 90063-92-6

Ramunéliy (Chamomila recutita) - 1
ekstraktas

Dilgéliy (Urtica dioica) 84012-40-8 1
ekstraktas

Ksantano guma 11138-66-2 0,75

Konservantas (citrusiniy vaisiy 90045-43-5 0.06
ekstraktai) '

Eksperimentai parodé (Pav. 5), kad 80% laisvy bakterijy buvo inaktyvuotos po
120 val. inkubacijos su SKYSTU RANKY MUILU SU PROVITAMINU B5 37 °C
laurilsulfatas, alkil (C8-C10) poligliukozidas ir kokamido DEA (ii) terpenai: apelsiny
terpenai, kai tuo tarpu >95 % liofilizuoty inkapsuliuoty bakterijy i8gyveno tos paéios
sudéties tirpale (A dalis); 60 % laisvy bakterijy buvo inaktyvuotos po 120 val.
inkubacijos 37 °C temperatiroje su NAMINIY GYVUNY SAMPUNU ILGAM KAILIUI,
kurio sudétyje yra Siy (i) PAM: natrio kokoilgliutamatas, kokogliukozidas, kokobetainas
(i) augaly ekstraktai: nimbamedzio ekstraktas (Azadirachta indica), dilgéliy (Urtica
dioica) ir (iii) konservantas: ACNIBIO C PLUS kuris sudarytas i§ askorbo rugsties
(vitaminas C) ir bioflavanoidy i$ citrusiniy vaisiy (vitaminas P) (B dalis); o0 ~75 % laisvy
bakterijy buvo inaktyvuotos po inkubacijos su NAMINIY GYVUNY SAMPUNU
TRUMPAM KAILIUI (C dalis) kurio sudétyje yra $iy (i) PAM: natrio kokoilgliutamatas,
kokogliukozidas, kokobetainas ir gliceriloleatas (ir) kokogliukozidas, (ii) augaly
ekstraktai: nimbamedZio ekstraktas (Azadirachta indica) ir ramunéliy (Chamomila
recutita) bei dilgeliy (Urtica dioica) ekstraktai, (iii) konservantai: pagaminti i citrusiniy
vaisiy sekly ekstrakty. Tuo tarpu, ~>90 % B. coagulans bakterijy patalpinty j
liofilizuotas mikrokapsules iSgyveno po inkubacijos pragjus 120 val. 37 °C
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temperatiroje tos pacios sudéties tirpaluose (Pav. 5, B ir C dalys).

ISvados: inkapsuliacija efektyviai iSsaugojo B. coagulans probiotines bakterijas
asmens higienos ir buities prieZilros produktuose turin€iuose anijoniniy ir/arba
nejoniniy, ir/arba amfoteriniy pavirdiaus aktyviyjy medziagy su natdraliais vaisiy sékly
ekstraktais, ir konservantais pagamintais i$ terpeny ir vitaminy, kai, tuo tarpu, tokios
pacios sudéties tirpaluose ne inkapsuliuotos B. coagulans bakterijos nei§gyveno.
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ISradimo apibréztis

1. Skysta kompozicija, besiskirianti tuo, jog jg sudaro:

polimerinés kapsulés su inkapsuliuotomis gyvybingomis Gram+ ir (arba)
gyvybingomis Gram- bakterinémis lgstelémis, kur minétos polimerinés kapsulés
sudarytos i$ polisacharidy ir (arba) polisacharidy ir lipidy, ir (arba) baltymy; ir

bent viena baktericidiné pavir§iaus aktyvioji medzZiaga arba jy derinys, kur
baktericidines pavirSiaus aktyviosios medZiagos yra parinktos i§ joniniy ir (arba)

nejoniniy, ir (arba) amfoteriniy medziagy; ir

bent vienas fito-ekstraktas ir (arba) terpenas, ir (arba) alkoholis, ir (arba)
riebaly ragstis, ir (arba) jy metabolitas, ir (arba) organiné ragstis, ir (arba) vitaminas, ir
(arba) baktericidinis/statinis konservantas, ir kvapioji medziaga, bei tirstiklis.

2. Skysta kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad polimeriniy
kapsuliy dydis svyruoja nuo 0,2 mm iki 5 mm.

3. Skysta kompozicija pagal bet kurj i 1-2 punkty, besiskirianti tuo,
kad inkapsuliuoty gyvybingy Gram+ ir (arba) Gram- bakteriniy Igsteliy skai&ius yra nuo
1 iki 1-10° vienoje polimero dalelgje, t.y. nuo 1 iki 1.1012 gyvy lasteliy kiekviename
Slapiy kapsuliy grame.

4. Skysta kompozicija pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, kur tirstiktis yra ksantano
guma arba celiuliozé, arba jy misinys.

5. Skysta kompozicija pagal bet kurj i§ 1-4 punkty, besiskirianti tuo
jog apradytas polimeras sudarytas i§ alginato.

6. Skysta kompozicija pagal bet kurj i$ 1-5 punkty, besiskirianti tuo
jog bent viena i§ baktericidiniy pavirSiaus aktyviyjy medZiagy yra kokogliukozido -
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metiloleatas ir (arba) kokamido dietanolaminas ir (arba) kokogliukozidas.

7. Skysta kompozicija pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, besiskirianti tuo
jog bent viena i5 baktericidiniy pavirSiaus aktyviyjy medziagy yra kokamido

propilbetainas.

8. Skysta kompozicija pagal bet kurj i$ 1-5 punkty, besiskirianti tuo
jog bent viena i§ baktericidiniy pavirSiaus aktyviyjy medziagy yra natrio laurilsulfatas.

9. Skysta kompozicija pagal bet kurj i$ 1-8 punkty, besiskirianti tuo
jog aprasytas konservantas yra greipfruty sékly ekstraktas ir (arba) terpenas ir (arba)
d-limonenas.

10. Skysta kompozicija pagal bet kurj i§ 1-9 punkty, besiskirianti tuo
jog aprasytos kvapiosios medZiagos yra i§ augaly vaisiakdniy, vaisiy ar sékly
ekstrakty/aliejy i$ Azadirachta indica, Urtica dioica, Chamomila recutita.

11. Skysta kompozicija pagal bet kurj i§ 1-5, 8 punkty besiskirianti tuo
jog sudétyje yra 1g polimeriniy kapsuliy su inkapsuliuotomis gyvybingomis bakterijy
Igstelemis miSinyje su 100 ml baktericidiniy pavirSiaus aktyviyjy medziagy, kuriy
sudetis ir santykis nurodytas lenteléje:

Junginys CAS Nb. Masé, [%]
Natrio laurilsulfatas (SLS 70 %) | 68891-38-3 6,4

Alkil (C8-C10) poligliukozidas

(70 %) 68515-73-1 3,6
(Kokamido DEA 85 %) 68603-42-9 2,8
Glicerolis 56-81-5 4
Apelsiny terpenai 5989-27-5 0,35
Kvapai 233799 0,1
D-pantenolis - 0,4
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Etil hidroksietil  celiuliozé
(EHEC) 9004-58-4 0,9
Konservantas (Apelsiny gg;;_zz'g_sf 0.2
terpenai) 100-51-6 ’
Citriny ragstis 5949-29-1 0,015

12. Skysta kompozicija pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, besiskirianti tuo
jog sudétyje yra 1g polimeriniy kapsuliy su inkapsuliuotomis gyvybingomis bakterijy
Igsteléemis miSinyje su 100 ml baktericidiniy pavirSiaus aktyviyjy medziagy, kuriy
sudetis ir santykis nurodytas lenteléje:

Junginys CAS Nb. Masé, [%)]
Natrio kokoilgliutamatas 68187-30-4 10
Kokogliukozidas 110615-47-9, 7,0
68515-73-1
Kokobetainas 66455-29-6 5,0
Nimbamedzio ekstraktas | 84696-25-3/ 1
(Azadirachta indica) 90063-92-6
Ramunéliy ekstraktas - 1
Dilgéliy ekstraktas 84012-40-8 1
Ksantano guma 11138-66-2 0,75
Pieno ragstis/80 598-82-3 0,5
Konservantas ACNIBIO C PLUS | 90045-43-5 0,06

13. Skysta kompozicija pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, besiskirianti tuo
jog sudétyje yra 1g polimeriniy kapsuliy su inkapsuliuotomis gyvybingomis bakterijy
lastelemis misinyje su 100 mi baktericidiniy pavirSiaus aktyviyjy medziagy, kuriy
sudétis ir santykis nurodytas lenteléje:

Junginys CAS Nb. Masé, [%]
Kaprililas/kaprilgliukozidas 68515-73-1 5,38
Natrio kokoilgliutamatas 68187-30-4 4
Kokobetainas 66455-29-6 6,7
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Gliceriloleatas (ir) kokogliukozidas 77-92-9, 3.85
141464-42-8 '
NimbamedzZio ekstraktas 84696-25-3/ 1
(Azadirachta indica) 90063-92-6
Ramunéliy ekstraktas - 1
Dilgeéliy ekstraktas 84012-40-8 1
Ksantano guma 11138-66-2 0,75
Konservantas (citrusiniy vaisiy | 90045-43-5 0.06
ekstraktai) ’

14. Inkapsuliuoty gyvybingy Gram+ ir (arba) Gram- bakteriniy Igsteliy
naudojimas skystos kompozicijos misinyje pagal bet kurj i§ 1-13 punkty.

15. Inkapsuliuoty gyvybingy Gram+ ir (arba) Gram- bakteriniy Igsteliy
naudojimas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo jog bakterijos yra B. coagulans.
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