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1. BEVEZETES

Ma mér tudomanyosan bizonyitott tény, hogy az emberi gyomor- és bélrendszerben ¢é16
mikroorganizmusok jelentds szerepet jatszanak a szervezet fizioldgias folyamataiban, ugyanis
a mikrobiom allapota, illetve Osszetétele hatdssal van az immunrendszer mikodésére,
méregtelenitésre, a gyulladasos folyamatokra, a neurotranszmitterek mitkodésére, a tapanyagok
felszivddasara, valamint a zsirok hasznosulasara. A gyulladasos folyamatok megndvekedett
szintje pedig olyan kronikus megbetegedések kialakuldsahoz vezethet, mint példaul az elhizés,
a cukorbetegség, a sziv- és érrendszeri megbetegedések, az immunrendszer karosodasa, és

egyeéb agyi- és idegrendszeri karosodasok.

A fent emlitett indokok miatt a fogyasztéi tarsadalomban folyamatosan névekszik az olyan
funkcionalis élelmiszerek iranti igény, amelyek pro- és/vagy prebiotikumokat tartalmaznak. Az
ilyen élelmiszerek fogyasztdsa nemcsak az antibiotikumos kezelés utan felborult, diszbi6z

mikrobiom visszadllitasara ajanlott, hanem szdmos betegség megelézésére is.

A probiotikus baktériumtdrzseknek igazoltan jotékony hatésa van a szervezetre nézve, tébbek
kozott segitenek fenntartani a bélnyalkahartya épségét, szabalyozzédk a szervezet pH-jét,
valamint ndvelik az immunitast és csokkentik a gyulladasos folyamatokat. Tovabba természetes
antibiotikumként is szolgalnak; olyan anyagokat termelnek, amelyek gatoljak a patogén

baktériumok, virusok, gombék elszaporodasat a szervezetben.

Azonban ahhoz, hogy a probiotikum tartalmu élelmiszerek jotékony hatasukat kifejtsék,
megfelelé mennyiségii sejtnek (10°-107 TKE/mI) kell eljutnia a felhasznalasi helyre. Erre a
problémara nydjthat megoldast a baktériumsejtek mikrokapszuldzasa, amely védelmet biztosit
a probiotikum szdmara mind az élelmiszerek el6allitasa és tarolasa sordn, mind a gyomor-
béltraktus extrem kortilményei ellen. Egyik legelterjedtebb kapszuldzasi médszer az extrizios
mikrokapszulazas, amely soran a sejteket hidrokolloid oldatba szuszpendaljak, majd egy

fecskend6n keresztil térhalositd oldatba csepegtetik az elegyet.

Szakdolgozatom sorén extrdzids technikat alkalmazva kiilonboz6é kapszulazd anyagokba zart
probiotikus sejtek életképességét vizsgaltam kiillonb6z6 kornyezeti hatasok mellett
(emésztérendszeri korilmények, 60 °C-os hékezelés), valamint fermentélt szilvalében vald

tarolas soran.



2. MUNKA CELJA

Eletiink soran folyamatosan kolcsénhatasban vagyunk a kornyezetiinkkel, amely néha dramai
kovetkezmenyekkel jar, ha karos hatasok érik. A bélmikrobidta nagyon érzékenyen reagél a
kiils6 kornyezeti valtozasokra (példaul antibiotikum kezelés, helytelen taplalkozas), a
mikrobiom pedig az egész szervezetiink miikodését befolyasolja. A bélmikrobidta dsszetétele,
az ott bekovetkezo valtozasok hatassal vannak a szervezetben lezajlo gyulladasos folyamatokra,
koros elvaltozasokra. llyen valtozasokhoz kothet6 az elhizés, a 2-es tipusu cukorbetegseég, az

élelmiszer allergia, asztma, rak és egyéb neuroldgiai megbetegedések (Perlmutter, 2017).

A probiotikumok képesek helyredllitani a bél mikrobiom d&sszetételét és jotékony
tulajdonsagaikkal hozzajarulnak a bél mikrobak6z0sségének megfeleld milkodéséhez. A
probiotikus baktériumfajok tobbsége a Lactobacillus és a Bifidobacterium nemzetségbe

sorolhat6 (Guarner és mtsai., 2017).

A kutatdbmunkam sorén az al&bbi feladatokat terveztem megvalGsitani:

e Lactobacillus salivarius HA-118 torzs kiilonbozé hidrokolloid anyagokkal vald
kapszuldzasa extriziés mddszer segitségével, és a Kkapszuldzasi hatékonysag
meghatéarozasa.

e A Kkapszuldzott mikroorganizmusok eéletképességének vizsgalata emésztérendszeri
korulmények kozott.

e A kapszulazott sejtek életképességének vizsgalata 60°C-0s hékezelés soran.

e A kapszulazott probiotikumok vizsgalata szobahdmérsékleten, szilvalében torténd 5

honapos tarolasi folyamat soran.

A Kkisérleteimet a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Elelmiszertudomanyi és

Technologiai Intézet, Biomeérnok és Erjedésipari Technoldgia Tanszéken végeztem.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az emberi mikrobiom attekintése

A szervezetinkben talalhatdé mikroorganizmusokat 6sszefoglald néven mikrobiomnak
nevezzik, amely elsdsorban baktériumokat tartalmaz, de talalhatéak kozottiik élesztogombak,
virusok és eukaridta sejtek is. Ha szamszeriisitve szeretnénk megadni, akkor azt mondhatjuk el,
hogy tizezerszer tobb, szemmel nem lathaté mikroorganizmus talalhaté szervezetiinkben, mint
ahany sejtiink van. Megtalalhatéak az emberi szervezeten belill: a b6ron, a szajliregben, a
gyomor-bélrendszerben és a nemi szervekben is (Perlmutter, 2017). A bélmikrobiomban é16
jotékony baktériumok hatalmas szerepet toltenek be az emberi szervezetben lejatsz6do
folyamatok (vérkeringés, 1¢égzés, anyagcsere, idegrendszeri funkciok) megfelel6 miikodésében;

ha pedig megbomlik az egyensuly, az szamos egeszségligyi problémat vonhat maga utan.

3.1.1. Az emberi mikrobiom szarmazésa

Az ¢ls6 baktériumainkat a sziilécsatornan athaladva, a boriinkre tapadva szerezziik. A hivelyi
Lactobacillus fajok arénya a terhesség soran megnd, és ugyanez jellemz6 a természetes uton
sziiletett csecsemOkre is. Azaz elmondhatd, hogy az Ujszilott mikrobiota Osszetételét
nagymértékben meghatarozza az anya-utdd mikrobiota cseréje. Az anyatejes taplalas soran az
anya folyamatosan ellatja sajat baktériumaival az 0jszulott szervezetét (Turroni és mtsai.,
2014). Az ember, mint az eml8sok evoluciosan alkalmazkodtak a huvelyi uton valé sziiléshez
és az anyatejes szoptatadshoz, ezért ezek kulcsfontossadgu szerepet jatszanak az csecsemok
egészségre és fejlodésére nézve. Azonban az olyan kiilsé beavatkozasok, mint a
csaszarmetszés, tapszeres etetés vagy a terhesség alatti antibiotikumos kezelés megvaltoztatja

a csecsemoOk bélmikrobidta kolonizécidjat (Mueller és mtsai., 2015).

Az 0jszilott csecsemOk szervezetében el6forduld két legjelentésebb baktérium a Lactobacillus
és a Bifidobacterium nemzetségbe sorolhatd. A Lactobacillus enyhén savas kozeget alakit ki,
ami megakadalyozza a potencialisan kdrokozé baktériumok elszaporodasat, tovabba a tejcukrot
(laktoz) képes bontani és hasznositani, ezzel biztositja a csecsemd szervezetének az anyatejbol
szarmazo tapanyagot (Perlmutter, 2017). A Bifidobacterium szintén jotékony hatasu baktérium,
amely az anyatejben 1évé oligoszacharidok hasznositasaban jatszik szerepet (Stuivenberg és
mtsai., 2022).



3.1.2. A mikrobiom koélcsdnhatésa az emberi szervezettel

Az emberi szervezetben ¢él6 mikroorganizmusok alapvetd hatassal vannak a szervezetiinkre
(Sullivan, 2021). A testiinkben €16 kb. 100 billié mikroorganizmus mindegyikének sajat DNS-
e van, igy nemcsak a mikrobaval, hanem annak orokitéanyagaval és élettevékenységeivel is

kolcsonhatasban vagyunk.

A mikrobiom allapota nagymértékben hatassal van az emberi egészségre, élettevékenységeivel
biztositja a szervezet homeosztazisat, ezert a tudomany élvonalaba tartozé kutatasok szerint
kilonalld szervnek kellene tekinteni. Perlmutter (2017) szerint ,az egészségiinkkel
kapcsolatban minden a mikrobiom allapotétol fligg, ez hatarozza meg, hogy hogyan érezzik
magunkat érzelmileg ¢és fizikailag”. Az emésztérendszerben eldforduld baktériumok

mindegyike mas-mas hatassal van a szervezetlnkre.

A Dbélmikrobiotaval kapcsolatos kutatdsokat csiramentes (germ-free, GF) laboratériumi
ragcsalokon végzik. Ezeket az egereket Ugy tenyésztik, hogy az emésztérendszeriikben
semmilyen baktérium ne legyen. Ez teszi lehet6vé a kutatok szamara, hogy felmérjék a
mikrobiom hianyanak kovetkezményeit, illetve, hogy az egyes mikrobatorzsek milyen hatéassal
vannak a szervezetre. A csiramentes egerek esetében akut szorongast, tartds stresszt, kronikus
emésztérendszeri €S egyéb gyulladasos folyamatokat irtak le, azonban probiotikus
Lactobacillus és Bifidobacterium baktériumtorzsek hozzaadasaval ezek a tiunetek megsziintek
(Perlmutter, 2017).

Az Gjabb kutatasi eredmények szerint a kovetkez6 élettani funkciokban jatszanak szerepet az

emésztérendszerben él6 mikroorganizmusok (Perlmutter, 2017):

- Elésegitik a taplalék felszivodasat és megemésztését.

- Fizikai akadalyt képeznek a kéros, patogén baktériumok, virusos, parazitak ellen.

- Biologiai folyamatokban létfontossagu enzimeket, vitaminokat, neurotranszmittereket
(ingeruletatvivé anyagokat) termelnek.

- Meéregtelenité rendszerként semlegesitik a taplalék altal bekeriil6 toxinokat.

- Az immunrendszer megfeleld miikodésében kulcsfontossagl szerepet toltenek be (a
bélrendszer a legnagyobb immunszerviink).

- Mérseklik a gyulladasos folyamatok kialakulasat.

- Hatassal vannak a stressz kezelésében az endokrit (humordlis) rendszerre kifejtett

hatasaval.



A napi Bi-vitamin szikségletink nagy részét a vékonybélben talalhatd baktériumok
(Pseudomonas és Klebsiella fajok (Albert és mtsai., 1980)) biztositjak. A Bi»-vitamin (ciano-
kobalamin) szamos enzim kofaktoraként miikodik, és kulcsszerepet tolt be az agy és az
idegrendszer megfeleld6 milkodésében, a vOrosvértestek képzéseben és a testi sejtek
anyagcseréjében (Mulvihill, 2004). Ha a szervezet nem jut megfeleld mennyiségli Bio-
vitaminhoz, akkor Kialakul a vészes vérszegenység, tovabba oriasi kockazati tényezot jelent a
demenciara és egyéb idegrendszeri problémaékra (pl: depresszid) nézve. Az emberi szervezet

ezen vitaminhoz csak allati eredetii taplalékkal (pl: hal, hus, tojas) jut hozza.

Ahogy az ember 6regszik, gy a bélmikrobiom 6sszetétele is folyamatosan valtozik. A felnétt
szervezetében a  Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria és
Verrucomicrobiai baktériumok dominalnak. Az &sszsejtszam ~90%-at a Gram-negativ
Bacteroidetes és a Gram-pozitiv Firmicutes teszi Ki. A szervezet megfelelé miikkodéséhez igen
fontos a bélmikrobiom soksziniisége és a tOrzsek egymashoz viszonyitott aranya. A

bélrendszerben é16 mikroorganizmusok befolyasoljak a tdpanyagok felszivodasat, lebontasat és

-7z

2020).

Az ardny megvaltozasaval a szervezetben lefolyd genetikai informécid kifejez6dése
(génexpresszio) is megvaltozik, ezenkivil megndvelheti az elhizés, a cukorbetegség, sziv- és
érrendszeri betegségek kialakulasanak kockézatat (Kumar és mtsai., 2014; Magne és mtsai.,
2020). Ha nem megfelel6 a baktériumok aranya, akkor egy alapvetden pozitiv hatasokkal
rendelkez6 baktérium is kart okozhat a szervezetre nézve. Példaul az Escherichia coli a
szervezet szdmara K-vitamint termel, azonban, ha tulsulyba keril, akkor stlyos betegségeket
okozhat (Perlmutter, 2017).

Emésztérendszeriink a nyel6csotél egészen a végbélnyilasig tart, amelyet egy egyrétegii
hamszovet borit. A bélnyalkahartya a szervezetiink legnagyobb nyalkahartya feliilete mely
harom alapvetd funkciot lat el. Els6sorban ezen keresztiil torténik a tapanyagok felszivodasa.
Maésodszor, akadalyt képez azon molekulak, vegyiletek, mikroorganizmusok ellen, amelyek a
véraramba kerulve karos hatasokkal lehetnek a szervezetre. Harmadszor, immunglobulinokat
(antitesteket) tartalmaz, amelyek hozzakotédnek az idegen baktériumokhoz, fehérjékhez, ezzel

megakadalyozzak, hogy a bélnyalkahartyadhoz tapadjanak (Perimutter, 2017).



Az egészséges bélhartya nem engedi &t a lipopoliszacharid (LPS) komponenst. Ez a Gram-
negativ baktériumok kiilsé membranjanak fontos sejtfal alkotdja, amely ahogy a neve is utal ra
lipidbdl (zsir) és cukor molekulakbdl épul fel. Az LPS, mint endotoxin erés gyulladasos
reakciokat valt ki a véraramba kerilve. Az alacsony foku gyulladast szamos betegséggel hoztak
kapcsolatba: elhizas, cukorbetegség, nem-alkoholos zsirmaj, krénikus vesebetegség, sziv- és
érrendszeri megbetegedés, valamint gyulladasos bélbetegségek. Az LPS és a gyulladasos
bélbetegség kozott kétiranyld kapcsolat all fenn. A bélgyulladas sordn megvaltozik a bél
permeabilitasa és kialakul az ugynevezett ,,szivargo bél”, ez pedig elésegiti az LPS véraramba
valo jutaséat (Candelli és mtsai., 2021). Tehat az LPS emelkedett szintje a vérben nemcsak a
gyulladasos folyamatok jelenlétére utal, hanem arra is, hogy a bélnyalkahartya ateresztové valt.

Természetesen mindannyiunk szervezetében van bizonyos mennyiségli LPS, ugyanis ez a
bélrendszeriinkben ¢é16 Gram-negativ baktériumok strukturalis dsszetevdje, azonban a magas
zsirtartalmd élelmiszerek fogyasztdsa megndveli a bélmikrobidta Gram-negativ baktériumai

aranyat a Gram-pozitiv fajok rovésara (Salguero és mtsai., 2019).

3.1.3. Ataplalkozas és a mikrobiom kapcsolata

Az ember egészségét és a mikrobiom egészségét nagymértékben meghatarozza az elfogyasztott
taplalék minésége és valtozatossaga, azonban jelenlegi, nyugati étrendiinket magas zsir- és
cukortartalom, alacsony rost-, gyumolcs és zoldség bevitel jellemzi, amely héatranyosan
befolyésolja a gazdaszervezet immunitasat (Zheng és mtsai., 2020). A bélbaktériumok szaméara
a ndvenyi rost jelenti a tdpanyagforrast. Eric és Justin Sonnenburg (2014) Stanford Egyetem
Orvosi Karan végzett kutatasaik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a nyugati névényi
rostban szegény étrend dramai hatassal van az egészségiinkre, mivel nem tartalmazza az
egészséges bélmikrobiota kialakitasdhoz és fenntartdsahoz szlikséges tapanyagokat, és ezért
sokféle betegség kockazatat rejti magaban.

Kutatasok megallapitottak (Li és mtsai., 2020), hogy a rostban gazdag étrend és a 2-es tipusu
cukorbetegség kozott forditott aranyossag all fenn; a tébb ndvényi rost bevitel javitja a
cukorbetegség kezelését és noveli a rovid szénlancu zsirsavakat (short-chain fatty acid, SCFA)
termel® mikroorganizmusok mennyiségét. SCFA koz¢ tartozik a butirat, acetat és propionat,
amelyek az élelmi rostok bakterialis fermentacioja soran keletkeznek. A révid lancua zsirsavak
kozvetlenll befolyasoljak a maj glikoz metabolizmusat, csokkentve a glikolizist és a
glukoneogenezist. (Cunningham és mtsai., 2021).



A Firmicutes nemzetségrol kimutattak, hogy ezek az ugynevezett "zsirkedveld" baktériumok
nagyobb mennyiségben termelik az dsszetett szénhidratokat bont6 enzimeket, azaz szdmukra
hatékonyabban megy végbe a taplalék energiava valo atalakitasa, tovabba a zsirfelszivodas
novelésében szintén fontos szerepet jatszanak (Carmody és Turnbaugh, 2012; Semova és
mtsai., 2012). A bélmikrobiom Osszetételét a taplalkozasi szokasaink is erésen befolyasoljak.
Akik tipikusabb nyugati étrendet kovetnek (magas zsir- és szénhidréattartalom), azokban a
Firmicutes relativ mennyisége megné a Bacteroidetes rovasara (Davis, 2016). Manapsag a

Firmicutes/Bacteroidetes aranyt tekintik az ,,elhizas biomarkerének” (Magne és mtsai., 2020).

Osszeségében elmondhatd, hogy a bélmikrobiota dsszetétel erdsen korreldl az étrenddel,
aminek megvaltozésa bioldgiai valtozast eredményez az emberi szervezetben. Az 1. tablazat
szemlélteti, hogy a kiilonb6z6é étkezési szokasok hogyan befolyasoljak a mikrobiom

Osszetételét.

1. tAblazat: Az étrend hatasa a mikrobiom dsszetételére (Aoun és mtsai., 2020; Brown és
mtsai., 2012 nyoman)

Etrend Mikrobiom valtozasa Forras

(Davis, 2016; Ismail és

| Mikrobidlis diverzitas mtsai., 2011; Magne és
Nyugati étrend 1 Firmicutes és Enterobacteriaceae mtsai., 2020; Simpson és
| Bacteroidetes Campbell, 2015; Turnbaugh

és mtsai., 2009)

1 Bacteroidetes

o 1 Clostridium klaszterek (Walker és mtsai., 2011;
Mediterran étrend ) ) ]
| Proteobacteria Zhang és mtsai., 2018)
| Bacillaceae

1 Bacteroidetes

o | Pathobionték ) _
Vegetarianus étrend ] N (Baothman és mtsai., 2016)
| Bacteroides fragilis

| Escherichia coli

) 1 Mikrobialis diverzitas (Pokusaeva és mtsai., 2011;
Rostban gazdag étrend . ) ) ]
1 Bifidobacteria Simpson és Campbell, 2015)

) (Simpson és Campbell,
i . | Bacteroidetes ) )
Magas zsirtartalmui étrend o 2015; Zhang és mtsai.,
1 Firmicutes
2009)



Mozgasban gazdag 1 Mikrobidlis diverzitas ) )
) ) o ) ) (Santacruz és mtsai., 2009)
életmod | Firmicutes/Bacteroidetes arany

3.1.4. Az antibiotikum és a bélmikrobiota kapcsolata

Az antibiotikumok mikroorganizmusok &ltal termelt, mas mikrobék életfolyamatait gatlo
szekunder metabolitok. Ezeket az anyagokat a human gyogyaszatban elsésorban antimikrobas
anyagként (baktérium okozta fert6zések ellen) alkalmazzak. Alexander Fleming nevéhez
fliz6d6 antibiotikum felfedezése a 20. szazad egyik legnagyobb talalmanya, szamos sulyos
baktériumok okozta megbetegedés kezelését tette lehetévé. Azonban mara az antibiotikumok

thlzott hasznalata szamos komoly egészségligyi problémat vont maga utan.
Az antibiotikum tulzott hasznalataval kapcsolatos problémak:

- Tulérzékenység és allergias reakciok.

- A bélmikrobiota dsszetételének megvaltozésa.

- A starterkulturdk géatldsa a tejiparban. Az antibiotikumok a feldolgozasi folyamat
(pasztérozés, szaritas, fagyasztas) utan is megtalalhatdk a tejben; maradvanyaik részben
vagy teljesen gatoljak a baktérium starterkultirak savtermelését.

- Antibiotikum-rezisztencia kialakulasa.

Az Egészségugyi Vilagszervezet (Word Health Organization, WHO) szerint a 21. szazad

legnagyobb egészségugyi kihivasa az antibiotikum-rezisztencia (Internet 1).

Mint emlitettem a kiilonb6z6 antibiotikumokat a szervezetben zajlé koros bakterialis fert6zések
ellen hasznaljak, azonban ezek a szerek a szervezetiinkben €16 jotékony mikroorganizmusokra
is hatassal vannak. Az antibiotikum bizonyos baktériumtdrzsek pusztulasat okozza, ezzel mas
torzsek elszaporodasat elosegiti. Megvaltozik a bélmikrobiom 0@sszetétele, diszbiozis
kovetkezik be. A Clostridium difficile okozta fert6zés is antibiotikummal megzavart mikrobiom
kovetkezménye. A betegség kimenetele az enyhe hasmenéstdl a halalig terjedhet. A bélben
talalhato hasznos baktériumok kiirtasa teszi lehet6évé a C. difficile elszaporodésat (Patangia és
mtsai., 2022). A Clostridium fajok a révid szénlancu zsirsavak kozul elsésorban propionsavat
termelnek, mely nagy mennyiségben toxikus a szervezetre nézve. A vérarammal az agyba jutva
szerepet jatszik az autizmus kialakulasaban; megndveli a bélnyalkahartya atereszt6képességét,

ezzel gyulladasi folyamatokat indit el (Perimutter, 2017).



Szamos tanulmany Osszefliggést mutat a talzott antibiotikum-hasznélat és az elhizas kozott.
Allatkisérletekb6] kideriilt, hogy az antibiotikum kira utan a haszonéllatok bélflorajanak
Osszetetele nagyon gyorsan megvaltozik. A kezelés soran az egyensuly ugy borul fel, hogy az
elhizasért felel6és baktériumok (pl: Firmicutes) dominalnak, amely sulygyarapodast valt Ki
(Perlmutter, 2017). Az antibiotikummal kezelt taplalék elfogyasztasaval ezek az antimikrobas
vegyuletek felhalmozddnak, bioakkumulalodnak az emberi szervezetben, ezzel megvéltoztatva
a bélmikrobidta Osszetételét. Az Eurdpai Unidban szigor( szabalyokkal korlatozzak a
haszonallatok esetében alkalmazhatd antibiotikumokat; az Union belil tilos az antibiotikumok
hozamfokozoként valdé hasznélata (Internet 2), amely célja az antibiotikum-rezisztencia

kialakuldsanak visszaszoritasa.

3.2. Funkcionalis élelmiszerek

A taplalkozds és az egészség kapcsolatdnak egyre mélyebb ismeretében a fogyasztoi
tarsadalomban megjelent az olyan élelmiszerek iranti igény, amely a kronikus betegsegek
megel6zését teszi lehetdvé. Ezek az Ugynevezett funkciondlis élelmiszerek. A fogalom 1999-
ben érkezett meg Eurdpaba; a Functional Food Science in Europe (FUFOSE) a
kovetkezOképpen definidlta: “Az élelmiszer akkor tekinthetd funkcionalisnak, ha a megfeleld
taplalkozas-¢lettani hatasokon tilmenden, a szervezetben egy, vagy tobb cél-funkcidra
kimutathatd pozitiv hatdsa van ugy, hogy jobb egészségi allapot vagy kedvezObb kozérzet
és/vagy a betegségek kockazatanak csokkenése érhetd el. Funkcionalis €lelmiszer kizarolag
élelmiszer formajaban kinalhatd, nem, mint tabletta, vagy kapszula. A hétk6znapi taplalkozasi
magatartas integralis részét képezze, és hatasat mar a szokasos fogyasztasi mennyisegénél fejtse
ki (Min, 1999; Roberfroid, 2002). A funkcionalis élelmiszereknek két alapvetd csoportja van:
az egyik a természetben el6fordulo taplalékok, a masik a jotékony hatas eléréséhez modositott
élelmiszerek. Legtobbszor vitaminokkal, pre- és probiotikumokkal vagy egyéb esszencilis

anyagokkal dusitjak az élelmiszereket.



3.3. Probiotikumok

Fuller 1989-es definicioja szerint a probiotikumok olyan é16 mikrobialis élelmiszer alkotok,
amely jotékony hatdssal van a gazdaszervezetre, azaltal, hogy javitjak a bélmikrobiota
egyenstlyat (Fuller, 1989). Az Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Vilagszervezet (Food and
Agriculture Organization, FAO) és az Egészségugyi Vilagszervezet (World Health
Organization, WHO) meghatarozasa szerint a probiotikumok ,,é16 mikroorganizmusok,
amelyeket, ha megfeleld0 mennyiségben fogyasztunk, pozitiv élettani hatast fejtenek ki a

gazdaszervezetre” (Joint FAO/WHO Working Group, 2002).

A probiotikumok antimikrobés szereket (tejsav, ecetsav, bakteriocin) és elsddleges anyagcsere
termékeket (hidrogén-peroxid, szén-dioxid, diacetil) termelnek, amelyek elnyomjak mas
mikroorganizmusok ndvekedését (Mishra és Lambert, 1996). A szerves savak termelése pH
csokkenéssel jar, ezzel megakadalyozzak a patogén baktériumok szaporodasat. Tovabba a
bélnyalkahartyan elhelyezkedé receptorokért ¢és  kotOhelyekért vald  versengéssel

megakadalyozzak a korokozd mikrobak megtapadasat (Hemarajata és Versalovic, 2013).

Bizonyos feltételeknek teljesilnie kell ahhoz, hogy egy mikroorganizmust probiotikumnak

tekintsiink (Mitropoulou és mtsai., 2013):

1. Biztonsagi kritériumok: alapvetd fontossagu, hogy a probiotikum az Egyesiilt Allamok
Elelmiszer- és Gyogyszerligyi Hatosaga (US Food and Drug Administration, FDA)
szerint "altalanosan biztonsagos" (“'generally recognized as safe”, GRAS) legyen az
emberi szervezet szdméra. Az alkalmazott mikroorganizmus nem patogén, nem okoz
emésztési zavarokat, nincs antibiotikum rezisztenciéja.

2. A funkcionalis kritériumok kozott szerepel, hogy mind in vitro, mind in vivo
vizsgélatokkal kell igazolni, hogy a mikroorganizmus az egészségligyi elénydk
biztositasa érdekében tuléli a fels6 gyomor-bél traktus savas kortlményeit és képes
elszaporodni a bélben.

3. Technoldgiai kritériumok: az élelmiszer eléallitast, feldolgozast megfelelé mennyiségi,

108-107 TKE/g sejtnek (telepképzd egység) kell tlélnie.

A Dbaktériumok koziul a leginkdbb alkalmazott probiotikumok a Lactobacillus és a

Bifidobacterium fajokba sorolhatok.
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3.3.1. Lactobacillus nemzetség

A Lactobacillus nemzetség az emberi mikrobiom fontos tagja, mennyisege az életkor és a
bélben valo elhelyezkedés fuiggvényében valtozik. A gazdaszervezetre gyakorolt jotékony
hatasai miatt széles korben alkalmazzak: a probiotikus Lactobacillus torzsek elésegitik a bélgat
integritasat (Hemarajata és Versalovic, 2013), és masodlagos metabolitként nizint termelnek,

amely a Clostridium-ok ellen hatasos bakteriocin.

A Lactobacillus taxondémiailag a Baktériumok orszagaban, a Firmicutes torzsbe, a Bacilli
osztalyba és a Lactobacillales rendbe tartozik. Gram-pozitiv, endosporat nem képzd, palca
alaku, fakultativ anaerob baktériumok (Zhang és mtsai., 2018). Katalaz és oxidaz enzimmel
nem rendelkeznek, azonban a keletkez6 peroxid bontasara képesek pszeudokataldz enzimik
révén. A tejsavbaktériumok szénhidrat lebont6 anyagcseréje alapvetéen kétféle mechanizmus
szerint menet végbe. A homofermentativ tejsavas erjesztés az Embden-Meyerhof-Parnas (EMP,
glikolizis) utvonalat koveti; a lebontas f6 metabolitja a tejsav. A heterofermentativ tejsavas
erjesztés soran a tejsav mellett szén-dioxid, etanol és/vagy ecetsav is keletkezik. A
heterofermentativ baktériumok a pent6z-foszfat utvonalon nyerik az energiat, ugyanis nem

rendelkeznek a glikolizishez sziikséges aldolaz enzimmel.

Lactobacillus salivarius

Az emberi bélrendszerben megtalalhat6 Lactobacillus salivarius bizonyitottan jotékony hatasu
probiotikus baktérium. Anti-Staphylococcus fehérjéket termel, amelyek mind a plankton sejtek,
mind a biofilmet képz6 Staphylococcus aureus ellen hatdsosnak bizonyultak (Kang és mtsai.,
2017). Gram-pozitiv sejtfaluk peptidoglikan réteget tartalmaz, a peptidlancainak specifikus
aminosavszekvenciaja befolyasolja a baktériumok kdlcsénhatasat a gazdaszervezettel. A L.
salivarius egyik sajatos aminosavlanca az Ls33, amely dsszefuiggésbe hozhaté a gyulladasgéatlo
tulajdonsagaival (Chapot-Chartier és Kulakauskas, 2014; Fernandez eés mtsai., 2011).

3.4. Prebiotikumok

A prebiotikumok a bélmikrobidta tapanyagforrasai, alapvetd szerepet jatszanak a szervezet
egészségének fenntartasaban. A prebiotikumok olyan nem emészthetd természetes élelmiszer-
Osszetevok, amelyekre a szervezet gyomor-bélrendszer felsé szakaszaban talalhato

emésztdenzimek nem hatnak. Eppen ezért képesek véltozatlan formaban a vastagbélbe jutni,
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ahol szelektiv tdpanyagot biztositanak a probiotikus mikroorganizmusoknak, serkentve ezzel
szaporodasukat. A Lactobacillus és Bifidobacterium baktériumok szamanak emelése mellett a
bélcsatornan belli enzimatikus, biokémiai folyamatokat is szabalyozzak; csokkentik a
potencialisan rakkelté vegyliletek keletkezésének esélyét a vastagbélben, enyhitik a

metabolikus szindréma kialakulédsanak kockazatat (Nilegaonkar és Agte, 2010; Vali, 2016).

3.5. Probiotikus baktériumtorzsek mikrokapszulazasa

A probiotikumot tartalmazé terméknek megfeleld6 modon és mennyiségben el kell érnie a
szervezetben a felhasznalés helyét, ahhoz, hogy a mikroorganizmusok az élettevékenységiikkel
pozitiv hatasukat ki tudjak fejteni. Az elmult években a probiotikumok mikrokapszulazasa nagy
figyelmet kapott, azéltal, hogy megfelel6 modszernek bizonyult a probiotikus torzsek
széllitasara és védelmére; a sejtek életképességének megérzésére kedvezobtlen kornyezeti
kortlmeények mellett (de la Cruz Pech-Canul és mtsai., 2020). A mikrokapszulazas egy olyan
technoldgia, amely soran a szilard, folyadék vagy gaznemii anyagokat miniat{ir kapszulakba
zarjak. A mikrokapszula egy vékony, féligateresztd hartya, amely megvédi a sejteket a
karosodastol, valamint visszatartja Oket a sejtvesztés elkeriilése érdekében (Anal és Singh,
2007; Krasaekoopt és mtsai., 2003). A legelterjedtebb mikrokapszuldzasi médszerek kdzé
tartoznak a gélbezarasos technikak, mint az extrizios és emulzios technika, valamit a szaritason
alapulé modszerek, mint a porlasztva szaritas és a fagyasztva szaritas. A kutatasok nagy részét
extruzids és emulziés madszerekkel hajtjak végre, ahol altalaban polimer oldat térhaldsitasa
torténik térhalositd oldatba vald csepegtetéssel vagy olajba valé szuszpendaldssal (Cook és
mtsai., 2012).

3.5.1. Kapszulazasi technikak

Extruzids technika

A mikrokapszula fizikai és/vagy kémiai tulajdonsagait nagymértékben meghatarozza a
kapszulazasi mddszer, a probiotikus mikroorganizmus és a kapszulazoanyag tipusa. Fontos
azonban megemliteni, hogy az élelmiszeriparban a gyartds soran alkalmazott mddszer
kKivalasztasanak f6 szempontjai a koltség és a hatékonysag (de la Cruz Pech-Canul és mtsai.,
2020). A legrégebbi es leggyakrabban alkalmazott modszer az extruziés technologia, az

alacsony koltsége, egyszerli alkalmazhatosaga, enyhe feldolgozasi koriilményei és magas sejt
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talélési aranyanak (80-95%) koszonhetéen. A modszer hatranya viszont, hogy viszonylag nagy,
1-5 mm atmérdji kapszuldk kialakitasat teszi lehetové (Krasaekoopt és mtsai., 2003; Misra és
mtsai., 2021).

Az extrizios technika soran elészor elkeszitik a hidrokolloid oldatot (leggyakrabban
alkalmazott bevondanyag a natrium-alginat), majd ehhez hozzaadjak a baktériumtorzset. Az
elegyet egy fecskendObe toltik és injekcios ti segitségével egy tobbértéki kationt tartalmazd
szilarditd oldatba (altalaban CaCl,) csepegtetik. A folyadékba érve az alginat térhalositott
gélgyongyé alakul, ezzel magaba zarja a sejteket (1. abra). A folyamat soran a keletkezd
kapszuldk méretét szamos tényez6 befolyasolja, mint példaul a tii atmérdje, a csepegtetés

sebessége, illetve a tii tavolsaga a szilarditd oldattol (Krasaekoopt és mtsai., 2003).

Probiotikus sejtszuszpenzio
Hidrokolloid oldat
b))
\J

Vizes
CaCl,
oldat

’/ Probiotikus

/2) .
@—' mikrokapszula

1. abra: Mikrokapszulazas extriziés mddszerrel (Riseh és mtsai., 2021 nyoman)

Emulzios technika

Az emulzids technika szintén kedvelt mddszer a mikroorganizmusok kapszuldzasara, amely
soran kis mennyiségii sejt-polimer szuszpenzidt (szakaszos fazis) adnak nagy mennyiségi
névényi olajhoz (folyamatos fazis). Homogenizalva az oldatot viz-olaj (V/O) emulziét kapnak,
amelyet altalaban feluletaktiv anyagokkal (pl: Tween 80) stabilizalnak. Az emulzid kialakulasat
kovetéen a polimert oldhatatlanna kell tenni, hogy az olajfazisban aprd gelrészecskéket
képezzenek. Altalaban kiilsd gélesitést alkalmaznak, amely soran az alginatot CaCl,

hozzaadasaval gélesitik (Cook és mtsai., 2012). A képz6dott gyongyoket késébb sziird

13



segitségével gytjtik ossze. A kapszulak mérete 25 pum — 2 mm kozott mozog a keverés
sebességétél és az alkalmazott emulgealdszer tipusatdl fiiggéen. A modszer elénye, hogy
szintén magas (80-95%) mikroba tulélési aranyt mutat €s konnyen bdévitheté (scale-up)
nagyiizemi gyartashoz, azonban a ndvényi olaj igénye miatt koltségesebb, mint az extrdzios

technika (Krasaekoopt és mtsai., 2003).

3.5.2. Kapszulazéanyagok

A mikrokapszulak elkészitéséhez kiilonbozé polimer anyagokat, példaul poliszacharidokat
(alginat, keményit6, kitozan, celluléz, k-karragén, novényi gumi), fehérjéket (zselatin,
tejfehérje) és zsirokat épitenek be (Misra és mtsai., 2021). A poliszacharidok vagy poliglikanok
monoszacharid egységekbdl felépiilé biopolimerek; a monomerek szdma és a kotések
elrendez6dése befolyésolja a polimerek viselkedését. A probiotikumok kapszuldzasara hasznalt
poliszacharidokat altalaban toltésik alapjan kiildonboztetjiik meg: anionos, kationos, nem-ionos,

amfoter (de la Cruz Pech-Canul és mtsai., 2020).

Anionos poliszacharidok:

Az alginatot széles kdrben hasznaljak, mint kapszuldzéanyag. Szerkezetét tekintve egy el nem
agazd heteropoliszacharid, amelyet a barna algdk (Laminaria spp.) sejtfalab6l vonnak Kki.
Valtozo6 aranyl B-D-mannuronsav és a-L-guluronsav monomerekbdl épiil fel, amelyeket 3-1,4-
glikozidos kotések kapcsolnak 6ssze (de la Cruz Pech-Canul és mtsai., 2020). Az alginat
guluronsav része kétértékii fémekkel (pl: kalciummal) érintkezve keresztkotést alakit ki (2.
abra). A hidrogél képzddése azonnal megtorténik az alginat és a fémkation oldatanak

Osszekeverésével (Bruchet és Melman, 2015; Cook és mtsai., 2012).

ooc
ooc

ooc. 02
HOA/ E!- : 0"° S ! : OH
" \04\0\0 ﬁc Lo:
OH OH
Egg -box

2. abra: Kalcium-ionokkal térhaldsitott alginat szerkezete (M: mannuronsav monomer; G:
guluronsav monomer) (Lee és mtsai., 2019 nyoman)
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A Kkarragént a voros hinarbol (Rhodophyta) vonjak ki; kémiai szerkezetlik és tulajdonsagaik
alapjan harom tipust (x-, 1- és A-karragén) kiilonboztetiink meg. A k- (monoszulfatalt) és 1-
(biszulfatalt) karragén tipusok vizmentes hidakkal rendelkeznek, amelyek bizonyos kationok
(K*, Ca®") jelenlétében lehetévé teszik a gélesedést. Az 1-karragén egy puha, elasztikus gél, mig
a k-karragén erds, massziv tulajdonsagokkal rendelkezik és konnyti mas anyagokkal elegyiteni
(de la Cruz Pech-Canul és mtsai., 2020; Setijawati és mtsai., 2018). A szentjdnoskenyér-
gumival képzett elegye kohézids, rugalmas gélt eredmenyez, ugyanis a két polimer lanc kdzott
specifikus kapcsolddasi zonak jonnek létre, ami megndveli a gélszilardsagot és a rugalmassagot

(Chronakis és mtsai., 1999; Dionisio és Grenha, 2012; Krasaekoopt és mtsai., 2003).

Nem-ionos poliszacharidok:

A keményito lagy, fehér, izetlen por. A felépitésében résztvevo glilkdzmonomerek tekintetében
homopolimer; a glikozidos kotések révén azonban két eltéré szerkezetli polimer: amil6z és
amilopektin. Az amil6z el nem agaz6 linearis molekulakbol all, amelyek o-1,4-glikozidos
kotéssel kapcsolddnak 6ssze, mig az eldgazé amilopektin az a-1,4-kotések mellett a-1,6 és a-
1,3-glikozidos kotéseket is tartalmaz. A keményitében 1év6 amiloz/amilopektin ardnya a
forrastol fiiggden valtozik, meghatdrozza annak belsd tulajdonsagait. A magas amiloztartalmu
keményitdk erds €és rugalmas filmeket képeznek; gyakori példa az ugynevezett rezisztens
keményit6, amely magas amildz tartalmua kukoricakeményité (de la Cruz Pech-Canul és mtsai.,
2020). A keményitét potencialis vegyliletként irtak le a kiilonbdzé probiotikumok
mikrokapszulazésara. A rezisztens keményitd beépitése javitja a kapszulak stabilitasat az
alginat polimerekkel valé kolcsdnhatas révén, ezzel tovabbi védelmet nyujt a mikrokapszulanak
a szimultan emésztérendszeri vizsgalatok és a kiilonb6z6 tarolasi hdmérsékletek ellen (lyer és

mtsai., 2005; Mandal és mtsai., 2014).

A guar gumi a Cyanaposis tetragonolobus guar névény magjabdl szarmazik. Kémiailag egy
galaktomannan, amelynek szerkezetét [-1,4-glikozidos kotésekkel kapcsolt D-mannéz
egységekbdl felépiild gerinc és a-1,6-kotésekkel felépiilé D-galaktoz oldallanc alkotja (de la
Cruz Pech-Canul és mitsai., 2020). Széles pH tartomanyban biztosit stabil viszkozitast,
gyakorlati stabilitasi tartomany pH 4 és 10,5 k6zétt mozog (Thombare és mtsai., 2016). Ameeta
és munkatarsai (2013) alginat-keményit6é alapu kapszulakhoz hozzdadva megfigyelték, hogy
javitotta a mikrokapszulazott Lactobacillus acidophilus LA probiotikumok tuléleését szimultan

emésztorendszeri modellben és hokezelés (75 °C és 85 °C) soran.
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A szentjanoskenyér-gumit (Locust bean gum, LBG) a Ceratonia siliqua magjabol vonjak ki.
Kémiailag szintén egy galaktomannan, amely B-1,4-glikozidos kotésekkel kapcsolt D-mann6z
egységekbdl felépiild gerincbdl és a-1,6-kotésekkel felépiilé D-galaktoz oldallanc alkotja. A
kiilonb6z6 galaktomannanok esetében eltér6 az mannoz-galaktéz arany (M/G); a
szentjanoskenyér-gumi esetében 4:1, mig a guar gumindl 2:1 a galaktdz egységek eloszlasa a
mannoz gerincen beldl (3. &bra).

A

@ D-manndz
O D-galaktoz
—  Redukal6 vég

3. abra: Guar gumi (A) és szentjanoskenyér-gumi (B) szerkezeti felépitése (von Freiesleben és
mtsai., 2019)
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Alkalmazott mikroorganizmus

A Kkisérletem sordn a Lactobacillus salivarius HA-118 probiotikus baktériumtorzzsel
dolgoztam, amely a Lallemand Health Solutions cegtdl kerlilt beszerzésre fagyasztva szaritott

forméban.
4.2. Felhasznalt anyagok és oldatok dsszetétele

4.2.1. Alkalmazott oldatok

MRS (de Man, Rogosa és Sharpe) tapleves és tapagar

A L. salivarius felszaporitdsdhoz, fenntartdsdhoz az MRS taplevest hasznaltam (2. tablazat).
Téapagar készitése esetén 15 g/L agart adtam az oldathoz; melyet lemezdntéses technika soran
alkalmaztam a sejtszam meghatarozashoz. Az egyes komponensek kiméréséhez tarameérleget
hasznaltam, majd magneses keverd segitségével homogenizaltam az oldatot. Az elkészitett
taplevest és tapkozeget autoklavban 121 °C-on 15 percig sterileztem. A tapagart felhasznalas

eldtt felolvasztottam és 45 °C-os vizfiirddben folyekony halmazéllapotban tartottam.

2. tablazat: MRS tapleves és tapagar dsszetétele

Osszetevok Mennyiség
Tripton 10¢g
Huskivonat 8¢
Elesztékivonat 49
Glikéz 20 g
Natrium-acetat 5¢9
Triammonium-citrat 29
MgSO, 029
KoHPO, 1g
MnSOs 0,059
Tween 80 19
Desztillalt viz 1000 ml
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Fiziologiés sooldat
A sejtszamlalas soran tizedeld higitasi sort készitettem, amihez 0,85%-0s fizioldgias sooldatot
hasznaltam (3. tAblazat). Az oldatot magneses keverével homogenizaltam, majd kémcsovekbe

meértem 4,5-4,5 ml-t, végul autoklavban 121 °C-on 15 percig sterileztem.

3. tdblazat: 0,85%-o0s fizioldgias sooldat dsszetétele

Osszetevék Mennyiség
NaCl 85g
Desztillalt viz 1000 ml

4.2.2. Az extrazios mikrokapszulazéas soran alkalmazott anyagok

0,1% peptonviz
A 0,1%-0s peptonviz oldatot (4. tblazat) a keletkezett mikrokapszulak atmosésara és tarolasara

hasznaltam. Az elkészitett oldatot 121 °C-on 15 percig autoklavban sterileztem.

4. tablazat: 0,1% peptonviz dsszetétele

Osszetevok Mennyiség
Tripton 1lg
NacCl 9¢
Desztillalt viz 1000 ml

0,1 M foszfat puffer (pH 6,8)

A sejtszam meghatarozas soran a kapszulak feloldasahoz hasznaltam a 0,1 M foszfat puffer
oldatot. A 5. t&blazat feltiintetett GsszetevOket taramérlegen kimértem, majd 1000 ml-re
higitottam desztillalt vizzel. Az oldat elkészitése utdn 0,1 N HCI oldat segitségével a pH értéket

6,8-ra allitottam, végul autoklavban 121 °C-on 15 percig sterileztem.

5. tablazat: 0,1 M foszfat puffer dsszetétele

Osszetevék Mennyiség
Na;HPO,- 7 H,0O 1799
NaH2PO, - H.0 1149

Desztillalt viz 1000 ml
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0,1 M CaCl. oldat
A 0,1 M CaCl; oldat (6. tablazat) a kapszulak kialakulasat szolgalja az extrdzios technika

alkalmazésa soran. Autoklavban 121 °C-on 15 percig sterileztem az oldatot.

6. tablazat: 0,1 M CacCl, oldat 0sszetétele

Osszetevék Mennyiség
CaCl, 14,79
Desztillalt viz 1000 ml

0,3 M KCl oldat
A 0,3 M KCI oldat (7. tablazat) a kapszulak kialakuldsat szolgalja az extriziés technika

alkalmazésa soran. Autoklavban 121 °C-on 15 percig sterileztem az oldatot.

7. tablazat: 0,3 M KCI oldat 6sszetétele

Osszetevék Mennyiség
KCI 22,359
Desztillalt viz 1000 ml

Hidrokolloid oldatok
A mikrokapszulazéas soran 2%-0s Na-alginat oldatot (8. tablazat), Na-alginat — rezisztens

keményit6 oldatot (9. tablazat), guar gumi — rezisztens keményit6 oldatot (10. tablazat), k-
karragén — rezisztens keményit6 oldatot (11. tablazat) és szentjanoskenyér-gumi — rezisztens
keményit6 oldatot (12. tablazat) allitottam 6ssze. Majd a Na-alginat — rezisztens keményitd
oldatot a guar gumi — rezisztens keményitd oldattal 1:1 ardnyban elegyitettem, mig a k-karragén
— rezisztens keményité oldatot 2:1 aranyban elegyitettem a szentjanoskenyér-gumi — rezisztens

keményit6 oldattal (Ta, 2021; Ta és mtsai., 2021).

8. tablazat: 2%-0s Na-alginat dsszetétele

Osszetevék Mennyiség
Na-alginat 29
Desztillalt viz 100 ml
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9. tAblazat: 2%-0s Na-alginat - rezisztens keményit6 oldat Gsszetétele

Osszetevik Mennyiség
Na-alginat 29
Rezisztens keményitd 29
Desztillalt viz 100 ml

10. tablazat: 2%-0s guar gumi - rezisztens keményit6 oldat Gsszetétele

Osszetevik Mennyiség
Guar gumi 29
Rezisztens keményitd 29
Desztillalt viz 100 ml

11. tblazat: 2%-o0s k-karragen - rezisztens keményit6 oldat Gsszetétele

Osszetevok Mennyiség
K-karragén 29
Rezisztens keményitd 29
Desztillalt viz 100 ml

12. tblazat: 2%-0s szentjanoskenyér-gumi - rezisztens keményit6 oldat 6sszetétele

Osszetevok Mennyiség
Szentjanoskenyér-gumi 29
Rezisztens keményitd 29

Desztillalt viz 100 ml

4.2.3. Az emésztorendszer modellezéséhez alkalmazott oldatok

Gyomorsav modell oldat
Az emberi gyomor koriilményeit modellez6 oldat Osszetétele a 13. tablazatban talalhato. A

0,2%-0s NaCl oldatot 0,1 N HCI oldat segitségével a megfelel6 pH 2 értékre allitottam be, majd
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autoklavban 121 °C-on 15 percig sterileztem. Végul laminaris fulke alatt hozzdadtam a

pepszint.

13. tablazat: Gyomorsav modell oldat dsszetétele

Osszetevék Mennyiség
NaCl 029
Pepszin 039
Desztillalt viz 100 ml

Epesav modell oldat
Az emberi vékonybél kdrnyezeti koriilményeit modellez6 oldat dsszetétele a 14. tablazatban
talalhatd. A KH2POs oldatot 1 N NaOH oldattal a megfelel6 pH 7,43 értékre allitottam be, majd

autoklavban 121 °C-on 15 percig sterileztem. Végul laminaris fulke alatt hozzaadtam az epesot.

14. tablazat: Epesav modell oldat 6sszetétele

Osszetevok Mennyiség
KH2PO4 0,68¢
Epeso 069
Desztillalt viz 100 ml

4.3. Alkalmazott modszerek

4.3.1. Lactobacillus salivarius HA-118 sejtek felszaporitasa

A kapszulazas el6tt a liofilizalt sejteket 10 ml MRS taplevesben 24 o6ran at, 37 °C-on
inkubaltam. A felszaporitott sejteket 10 000 rpm-en (fordulat per perc, 10 percig, 4 °C-on
lecentrifugaltam, majd az atmosast kovetéen a sejteket visszaszuszpendaltam 25 ml

peptonvizes oldatba.

4.3.2. Extruzios sejtkapszulazasi modszer
Az extruzids kapszuldzas Krasaekoopt és munkatarsai (2003) altal leirt eljaras szerint tortént.

A Kisérletem soran a Lactobacillus salivarius HA-118 sejteket extrazids technikaval kiilonb6z6
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Osszetételii gélbe zartam. 30 ml hidrokolloid oldatokhoz 3 ml sejtszuszpenziot adtam, majd
homogenizalas utan fecskend6 és 0,6 mm atméroji steril injekcios ti segitségével CaClz vagy
KCI oldatba csepegtettem az elegyet a kapszulak megszilardulasa érdekében. A folyamat soran
arra tgyeltem, hogy a kapszulak egyforma méretiiek legyenek és a megszilardulasuk el6tt ne
tapadjanak 0ssze. A teljes megszilardulasig 30 percet vartam, majd atmosva és peptonvizbe
rakva hiitészekrényben, 4 °C-on taroltam éket a tovabbi felhasznalasig.

4.3.3. Kapszulazas hatékonysaganak meghatarozasa

A kapszulazasi hatékonysag megadja, hogy a kiindulasi sejtszdm hany széazaléka lett sikeresen
bezarva mikrokapszula formaba. Ennek meghatarozasahoz megkozelitéleg 0,5 g kapszulat
mértem ki és oldottam fel 5 ml foszfat pufferben (pH 6,8) vortex segitségével. Mind a
kapszulakbol feloldott sejtekb6l, mind a szabad sejtekbdl tizedel6 higitasi sort készitettem,
amely soran 0,5 ml sejtet pipettdztam 4,5 ml fizioldgias séoldatba. A megfelelé higitasi
tagokbol 100 pl-t pipettaztam Petri-csészebe, majd MRS tapagar felhasznalasaval lemezontést
vegeztem. Az inkubalas 48 oran at 37 °C-on tortént. Az 1 g kapszulaban 1évé sejtszamot az
alabbi dsszefliggés segitsegével hataroztam meg:

o telepszam X higitasi fok X 10 X szuszpenzi6 térfogata
Sejtszam (TKE/g) =

feloldott kapszula valédi tomege

A kapszulazasi hatékonysag a kovetkezd képlett segitségével szamolhato ki:

K laz4si haték g (%) = lg (kapszulazott sejtszam) 100
apsziazasi iatekonysag LA = lg (szabad sejtek szama)

4.3.4. Emésztési vizsgalatok
A Lactobacillus salivarius HA-118 sejtek tulélését in vitro korulmények kozott vizsgaltam a
gyomor-bél traktust modellez6 kozegekben. Kisérletem sordn kilon-kilon vizsgaltam a

gyomorsav és epesav hatasat a kapszulazott és szabad sejteken.

4,5 ml gyomorsav/epesavas oldathoz megkozelitdleg 0,5 g kapszulazott sejtet adtam hozza. A
gyomorsavas kezelés pH 2 értéken 135 percig, mig az epesavas kezelés pH 7,43 értéken 150

percig tartott 37 °C-on. Az id6 lejarta utan ledntottem az oldatot és a gyongyoket 5 ml foszfat
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pufferben (pH 6,8) feloldottam vortex segitségével. A szabad sejtek esetén 2 ml sejthez adtam
hozza a 4,5 ml gyomorsav/epesavas oldatot és a kezelés lejartaval 10 000 rpm-en, 10 percig, 25
°C-on centrifugéltam a sejteket és visszaszuszpendaltam Oket peptonvizben. Ezt kdvetéen a
fentiekben ismertetett mddszer szerint lemezontést végeztem az él0sejtszam meghatarozasa

érdekében.

4.3.5. Hokezelési vizsgalat

A hokezelési vizsgalat soran 60 °C-on 5, 10, 15 és 20 percig vizsgaltam a Lactobacillus
salivarius HA-118 torzs hétirési képességét, mind a kapszulazott, mind a szabad sejtek esetén.
A Lactobacillus nemzetség a mezofil mikroorganizmusok kdzé tartozik, azaz homérsékleti
optimumuk 30-40 °C kozott talalhatd; Monteiro és tarsai (2021) azt talaltdk, hogy a

Lactobacillus salivarius a legnagyobb mértékii névekedést 45°C-on éri el.

A kapszulazott sejtekb6l 0,5 g gyongy6t adtam hozza 1 ml peptonvizhez, mig a szabad sejtek
esetén 1 ml sejtszuszpenziot pipettaztam 1 ml peptonvizbe steril korilmények kozott. A kisérlet
sorén a 60 °C-ra felmelegitett vizflirddbe helyeztem a kémcsoveket, és fél perc felmelegedési
id6 utan 5, 10, 15 és 20 percig kezeltem az egyes mintakat. Az id6tartam lejarta utan 10
masodpercig 4 °C-os jeges kdzegbe helyeztem a kémcsdveket, mivel ezalatt az id6 alatt kell6en
lehiil a minta, azonban a sejtek még nem roncsolodnak. A vizsgalat végén a kapszulakbdl a
sejteket 4 ml foszfat pufferben vortex segitségével felszabaditottam, majd tizedel6 higitasi sort
készitettem és MRS tapagaron lemezontést végeztem a sejtszdm meghatarozasa érdekében a
fentiekben ismertetett eljaras alapjan.

Pusztulasi kinetika
Az eredmények alapjan meghatarozhato a pusztulasi kinetika, amelyet az alabbi képlet ir le:

) _ logN, —logN;  AlogN k1
=T —t, At 2303 D

Ahol az N1 a kezdeti sejtszdm, az N2 a talél6 sejtek szama t id6 eltelte utan (TKE/ml). A talél6
sejtek logaritmusat az 1d0 fiiggvényében abrazolva egyenest kapunk, amelynek meredeksége a
pusztulasi sebességi egyiitthatoval (k) aranyos. A tizedelési id6 (D) az az id6, amely alatt a
tulélo sejtek szama a tizedére csokken, értéke fuggetlen a kiinduld sejtszamtol és mindig allandd

hémérsékletre vonatkozik.
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4.3.6. Szilvalé fermentacio és tarolasi vizsgélata

A kapszulazott sejtek szilvalében valo tarolasat vizsgaltam szobahémérsékleten. A kisérlethez
Voelkel Care 100%-o0s szilvalevet hasznaltam. El6szor a szilvalé pH-jat 6,3-ra allitottam 1 N
NaOH segitségével, majd 50 ml szilvalébe 5-5 g kapszuldzott sejtet mértem. A szabad sejtek
esetén 5 ml-t pipettaztam szintén 50 ml gyumoélcslébe. Az elegyeket 48 6rén at 37 °C-on
fermentaltam, majd a kezdeti sejtmeghatarozas utan szobahdmérsékleten taroltam a mintakat
0t hdénapig. A vizsgalat soran id6kozonkent mintat vettem a kapszuldzott és szabad sejtek

talélésenek meghatarozdsahoz és a gyumolcslé pH értékének vizsgalatahoz.

4.3.7. pH meghatarozas
A szilvalé és egyéb oldatok pH értékét Mettler Toledo pH-mér6 alkalmazasaval hataroztam
meg. A mérést megel6z6en a miiszeren két pontos kalibraciot hajtottam vegre, ami ismert pH-

ja standard oldatokkal tortént.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Probiotikumok mikrokapszulazasa extraziés technikaval

A kutatdmunkam soran a Lactobacillus salivarius HA-118 torzset kiilonbozd hidrokolloid oldat

alapl gyongyokbe kapszulaztam extrazios technikdval, majd vizsgaltam a kapszuldk

=77

5.1.1. Kiilonb6zé kapszuldk morfolégiai tulajdonsagai

A kiilonboz6 Osszetételli kapszulak morfologiaja a 4. dbrén lathatd. A négyféle kapszulazd
anyag kozott f6leg allag beli kiilonbséget tapasztaltam. A Na-alginat alapu gélek esetén a CaCl»
szilarditd oldatban egybdl kialakultak a szabalyos gyongy alakd kapszuldk. A x-karragen —
szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményité keverék gumisabb allagu volt, ezért a KCI
szilarditd anyagba valOo csepegtetése soran kulénosen ugyelni kellett arra, hogy amig a
kapszulak nem szilardulnak meg, addig ne tapadjanak 6ssze. Esetlikben szabalytalan, vizcsepp

formdju kapszulékat tudtunk elérni.

4. abra Extrzios technika alkalmazasaval kialakitott kapszulak morfoldgiaja

(A: Na-alginat — rezisztens keményit6 alapu gyongyok; B: Na-alginat alapl gyongyok; C: Na-alginat
— guar gumi — rezisztens keményit6 alapl gyongyok; D: k-karragén — szentjanoskenyér-gumi —
rezisztens keményit6 alapu gyongyok)
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A 15. tablazat mutatja be a kiillonb6zé kapszulak atlagos atmér6jét, amelyet 10 kapszulat
atlagolva hataroztam meg. Az adatok alapjan azt allapithatjuk meg, hogy a rezisztens
keményitét tartalmazd kapszuldk atlagos atmérbje 2,4-2,5 mm, mig a Na-alginat alapu
kapszulak atlagos atmérdje csak 2,1 mm nagysagu volt. Eddigi kutatasi eredmények alapjan a
mikrokapszulak mérete 0,5 nm — 2 mm kozé tehetd. Extruzios technikat alkalmazva
Krasaekoopt és munkatarsai (2003) 2-5 mm kozé tették a kapszulak atméréjét, mig Gandomi

és tarsai (2016) 0,5-3 mm mérettartomanyt allapitottak meg.

15. tablazat: Kapszuldk atlagos mérete

) Atlagos
Jel6lés Kapszula alap )
méret/kapszula
ALG Na-alginat 2,1 mm
KALG Na-alginat — rezisztens keményito 2,5 mm
kKALG-GUAR Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményitd 2,4 mm

k-karragén — szentjanoskenyér-gumi — rezisztens

KARR-LBG s 2,4 mm
keményito

A kapszuldk mérete tobb szempontbdl is fontos. A gyongynek megfelelon méretiinek kell
lennie a probiotikus sejtek védelme érdekében, azonban nem ronthatja az élelmiszerek
érzékszervi minéségét. Tovabba kritikus tényezéként meghatarozza a kapszuldzott anyag
felszabadulasi sebességét; a kisebb kapszulakbdl gyorsabban szabadulnak fel a gyogyszer
hatéanyagok a megndvekedett felulet/térfogat ardnynak kdszonhetéen (Berkland és mitsai.,
2004). Ezekbdl kifolyolag fontos kutatasi teriilet lehet a jovoben a megfelelé kapszulaméret

meghatarozasa.

5.1.2. Mikroszkopikus felvételek

A mikroszkopos felvételeket Olympus BX40 fénymikroszkoppal keszitettem, 4x nagyitasu
objektiv alkalmazasaval. Megvizsgaltam a kiilonboz6 Osszetételti gyongydket, melyek az 5.
abran talalhatéak. A felvételeken jol latszik a Na-alginat alapt gydngyodk szabalyos gémb
alakja, mig a k-karragén — szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményité alapu kapszulak

szabdlytalan alakja és egyenletlen felulete.
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5. dbra: Extrazios technika alkalmazésaval kialakitott kapszulak mikroszkopos képe

(A: Na-alginat — rezisztens keményité alapu gyongyok; B: Na-alginat alapu gyongyok; C: Na-alginat
— guar gumi — rezisztens keményit6 alapu gyongyok; D: k-karragén — szentjanoskenyér-gumi —
rezisztens keményit6 alapu gyongyok)

5.1.3. Kapszulazasi hatékonysag
A kapszulazatlan Lactobacillus salivarius HA-118 esetén a 24 6ras felszaporitast kovetéen az

atlagos sejtszam 2,33x10° TKE/mI volt. A kapszulazasi hatékonysag meghatarozéasa soran ezt
az értéket tekintettem a 100%-nak és ehhez viszonyitottam a kapszulazas soran a gélbe zart

sejtek mennyiségét.

Altalanossagban elmondhat6, hogy a kapszulazas sikeres volt, mivel minden esetben a sejtszam
elérte a 10® TKE/g értéket. A 6. abran jol lathatd, hogy a kapszulazasi hatékonysag minden
esetben meghaladta a 85% feletti értéket. A legnagyobb kapszuldzasi hatékonysagot a Na-
alginat — rezisztens keményité mikrokapszuldk esetén sikerllt elérni (95,41%), mig a
kiegészites nélkili Na-alginat kapszulak esetén ez az érték 92,87% volt. A legkisebb
kapszulazasi hatékonysagot a k-karragén — szentjanoskenyer-gumi — rezisztens keményitd

elegynél tapasztaltam (89,70%).
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6. abra: A L. salivarius sejtek rogzitési hatékonysaga kiilonbozo 6sszetételii kapszulazod
anyagok esetén

(ALG: Na-alginat alapu gyongyok; KALG: Na-alginat — rezisztens keményit6 alapu gyongyok; KALG-
GUAR: Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményit6 alapta gyongyok; KARR-LBG: k-karragén —
szentjanoskenyer-gumi — rezisztens keményit6 alapti gyongyok)

Ta és munkatarsai (2021) Lactobacillus casei torzs extruzios technikaval torténd
mikrokapszulazéasa soran a Na-alginat esetén 64,4%-0s, a Na-alginat — rezisztens keményit6
eleggyel 77,0%-0s, valamint a k-karragén — szentjanoskenyér-gumi alapl gydngyok esetén
71,6%-0s kapszuldzasi hatékonysagot értek el. Tee és munkatarsai (2013) Lactobacillus
plantarum kapszulazésa soran a 3%-0s k-karragen 92,26%-o0s kapszuldzasi hatékonysagot

mutatott.

5.2. Emésztési vizsgalatok eredmeényei

Az emésztési modell kisérlet soran azt vizsgaltam, hogy a kiilonb6z6 hidrokolloid anyagokba
zart sejtek milyen aranyban élik tal az in vitro gyomorsavas €és epesavas kezelést. A
probiotikumok mikrokapszulazéasa igéretes megoldast nyQjt a gyomorban és a vékonybélben
uralkodo kornyezeti koralmények ellen (Shori, 2017), igy vizsgalataim soran kontrollként

szabad sejteket is alkalmaztam. Ahhoz, hogy a mikroorganizmusok ki tudjak fejteni jotekony
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hatasukat az emberi szervezetre, megfeleld mennyiségii sejtnek (10°-10” TKE/g) életképesnek
kell maradnia a gyomor-bél traktust kovetéen is (Mitropoulou és mtsai., 2013).

Gyomorsavas kezelés

A 135 percig tartd gyomorsavas kezelést kdvetéen a szabad sejtek esetén 1,85x10° TKE/ml volt
a sejtszam, azonban ez lényegesen kevesebb a probiotikus sejtektdl elvalt 10°-10" TKE/g
sejtszdmhoz képest. A k-karragén — szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményit6 elegyével
bevont sejtek esetén egyik higitési taghban sem volt kimutathat6 sejtszdm, a sejtek nem élték tul
a gyomorsav pH 2 extrém kornyezeti korllményeit. Azonban a Na-alginatot tartalmazd

kapszuldk esetén nagy, atlagosan 95%-o0s tulélési hatékonysag volt megfigyelhetd (7. abra).
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2.0 I
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Szabad sejtek kALG KALG-GUAR KARR-LBG

Sejtszam [log (TKE/Q)]

7. dbra: A L. salivarius sejtek talélése a gyomorsavas kezelés sorén kiilonboz6 kapszula
anyagok alkalmazasa mellett

(ALG: Na-alginat alapt gyongyok; KALG: Na-alginat — rezisztens keményit6 alapt gyongyok; kALG-
GUAR: Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményit alapu gyongyok; KARR-LBG: k-karragén —
szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményit6 alapti gyongyok)

A 135 perces gyomorsavas kezelést kovetden hasonloan alacsony tulélési aranyt kapott Ta
(2021), valamint Muthukumarasamy (2006) a x-karragén és szentjanoskenyeér-gumi elegy
esetében. Kovetkeztetésképpen elmondhatd, hogy a keverék nem nyujtott nagyobb veédelmet a
sejteknek a Na-alginathoz viszonyitva a gyomor-bélrendszerben uralkod6 pH 2 értéken.
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Epesavas kezelés
A 150 percig tartd epesavas kezelés soran a szabad sejtek elpusztultak, nem voltak képesek

tulélni a vékonybelet modellezé pH 7,43 kdrnyezeti korilményeket. A Na-alginat — rezisztens
keményitd kapszulak esetén volt megfigyelhetd a legkisebb sejtszam 1,18x10° TKE/g, ami még
a hataron bell van, ezért a kapszuldzas sikeresnek mondhat6. A tobbi kapszulazo6 anyag esetén

pedig atlagosan 90%-os talélési hatékonysag volt megfigyelhet (8. abra).
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8. abra: A L. salivarius sejtek talélése az epesavas kezelés soran kiilonb6z6 kapszula anyagok
alkalmazésa mellett

(ALG: Na-alginat alapu gyongyok; KALG: Na-alginat — rezisztens keményit6 alapu gyongyok; KALG-
GUAR: Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményit6 alapt gyongyok; KARR-LBG: x-karragén —
szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményit6 alapti gyongyok)

A kiilonb6zé probiotikus sejtek (Lactobacillus, Bifidobacterium) Na-algindt — rezisztens
keményitd alapu mikrokapszulak epesavas kezelés utani sejtszdm alakuldsanak eredményei
kordbbi tanulmanyok alapjan (Bodnar, 2019; Ecsedy, 2019) a 16. tablazatban kerlltek
Osszefoglalasra. Az adatok alapjan az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy az emulzios technikaval
kapszulazott sejteknek nagyobb volt a tulélési hatékonysaga, de a témaban tovabbi kutatdsok

szlikségesek a jobb kapszulazasi mbédszer meghatarozasahoz.
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16. tablazat: Epesavas kezelés eredményeinek 6sszehasonlitasa korabbi kutatasokkal

. . Sejtszam .
Baktériumtorzs Kapszula alap, technika Forras
(TKE/Q)
Lactobacillus salivarius HA- Na-alginat — rezisztens keményitd
1,18x10°

118 extruziés mikrokapszulazas

Na-alginat — rezisztens keményit6

Bifidobacterium lactis Bb-12 L o 5,6x10° Ecsedy, 2019
extrazios mikrokapszulazas

Na-alginat — rezisztens keményit6

Lactobacillus casei 01 o o 2,65x10°  Bodnar, 2019
emulzidés mikrokapszulazas

Na-alginat — rezisztens keményit6

Bifidobacterium lactis Bb-12 o o 1,38x10°  Bodnar, 2019
emulzidés mikrokapszulazas

5.3. Hokezelési vizsgalat eredményei

A kisérlet sordn a Lactobacillus salivarius torzset 60 °C-os hémérsékletnek tettem ki 5, 10, 15
és 20 percen keresztul és vizsgaltam mind a szabad sejtek, mind a kapszulazott baktériumok

talélését (9. abra).

A szabad sejtek esetén a kiindulasi 1,87x10° TKE/ml sejtszamot kovetéen az 5 perces hékezelés
utan 1,16x10” TKE/ml sejt maradt életben, azonban a 10 perces kezelés végén mar csak
1,02x10° TKE/ml volt az élécsiraszam, ami viszont nem éri el a probiotikumtol elvart 107
TKE/ml sejtszamot.

A Na-alginat és Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményité alapu kapszulak esetén az 5
perces hékezelést kovetden mar 10® TKE/g ala csokkent az életképes sejtek szama. A Na-
alginat — rezisztens keményitd esetében a 10 perces kezelést kdvetden 8,96x10° TKE/g volt a
sejtszam. A legjobb eredményeket azonban a k-karragén — szentjanoskenyér-gumi — rezisztens

keményité keverék mutatta, ahol a 15 perces hokezelést kovetden is a kapszulak 1,72x10°

TKE/qg sejtet tartalmaztak.
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9. abra: A L. salivarius sejtek tulélése a 60 °C-os hékezelés soran kiilonb6z6 kapszula
anyagok alkalmazésa mellett

(ALG: Na-alginat alapu gyongyok; KALG: Na-alginat — rezisztens keményité alapu gyongyok; KALG-
GUAR: Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményit6 alapu gyongyok; KARR-LBG: k-karragén —
szentjanoskenyer-gumi — rezisztens keményit6 alapti gyongyok)

A homérséklet forditottan ardnyos a guar gumi oldat viszkozitdsaval; hdémérséklet
emelkedésével a gumi molekulak kozotti vizmolekuldk elveszitik rendezettségliket és a
konforméacié felbomlik (Thombare és mtsai., 2016). A k-karragén — szentjanoskenyér-gumi —
rezisztens keményitd kapszula altal mutatott jobb hétiirési tulajdonsag elésorban a magasabb
olvadasi ponttal magyarazhatd, ugyanis mind a k-karragen, mind a szentjanoskenyer-gumi 60-
90 °C hémérsékleten oldodik legjobban. Valamint a két poliszacharid kozoétt egy specifikus
kolcsonhatas 1ép fel, amely megndveli a gél szilardsagat (Dionisio és Grenha, 2012;
Krasaekoopt és mtsai., 2003; Ta, 2021). HO6 hatasara a kapszulak egy Osszefiiggd lemezt
alkottak.

Pusztulasi kinetika
A 17. t&bl4zat tartalmazza a kapszuldzott sejtekhez tartoz6 pusztulési sebessegi egytthatd (k)
és tizedelési id6 (D) értékeit a 60 °C-os hékezelés soran. A pusztulasi sebessegi egyltthatd és

a tizedelési 1d0 egymassal forditottan aranyos.

32



A tizedelési id6 értékébdl arra a kovetkeztetésre jutunk, hogy a x-karragén — szentjanoskenyér-
gumi — rezisztens keményité keverékbe kapszuldzott sejtek tulélési hatékonysaga volt a
legnagyobb, mig a Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményit6 esetében allt be a legnagyobb
pusztulas a kiindulasi sejtszdmhoz képest.

17. tablazat: A L. salivarius sejtek pusztulasi sebességi egyditthatdja (k) és tizedelési ideje (D)
a 60 °C-os hokezelés soran

Jelblés Kapszula alap keo (1/perc)  Deo (perc)
ALG Na-alginat 0,55 4,22
KALG Na-alginat — rezisztens keményité 0,53 4,32
KALG-GUAR  Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményité 0,59 3,83

K-karragén — szentjanoskenyér-gumi —

KARR-LBG . e 0,31 7,46
rezisztens keményito

5.4. Szilvalé fermentaci6 és tarolasi vizsgalat eredményei

A térolasi kisérlet soran vizsgalni kivantam, hogy élelmiszermaétrixban a kiilonb6z6 prebiotikus
kapszulaz6 anyagokkal bevont probiotikus mikroorganizmus tulélési aranya hogyan viszonyul
a szabad sejtekhez képest. A vizsgalatot 5 honapon at végeztem szobahémérsékleten tarolt

fermentélt szilvalében.

A Lactobacillus salivarius HA-118 torzs szobahémérsékleten torténd szilvalében valé tarolasa
soran kapott eredményeket a 10-11. dbran mutatom be. Az eredmények alapjan elmondhato,
hogy a szabad sejtek esetében az 1. honap utan még nem tortént jelentés mértéki csdkkenés,
azonban a 2. honap végére a sejtszam lecsékkent 3,50x10? TKE/ml-re, valamint az 5. honap

végen egyetlen sejt sem élte tul a tarolas folyamatat.

A szobahdmérsékleten vald tarolas soran a 2. hoénap Vvégén vett mintdk alapjan a
mikrokapszulazés megfelelonek modszernek bizonyult a probiotikus sejtek védelmére. Mind
az els6, mind a masodik hénap utan a kapszulazott sejtek meghaladtak az elvart 106-10” TKE/g
sejtszamot; a talélési hatékonysag 78-87% kozé esett. A legjobb aranyt a Na-alginat — guar
gumi — rezisztens keményité eleggyel kapszuldzott sejtek mutattdk, ahol a 2. hénap végén is
6,34x107 TKE/g volt a sejtszam (87%). Az 5. honap végén vett mintak esetén azonban egyetlen

sejt sem volt kimutathatd a sejtszamlalas soran.
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10. &bra: A L. salivarius sejtek tulélése az 5 hénapos szilvalében val6 tarolas soran kiilonb6z6
kapszula anyagok alkalmazésa mellett

(ALG: Na-alginat alapu gyongyok; KALG: Na-alginat — rezisztens keményité alapu gyongyok; KALG-
GUAR: Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményit6 alapta gyongyok; KARR-LBG: k-karragén —
szentjanoskenyer-gumi — rezisztens keményit6 alapti gyongyok)

Ta (2021) korabbi kutatdsai is azt mutatjdk, hogy az extrizids technikaval eléallitott
kapszuldkban a szobahémérsékleten, gyiimolcslében vald 5. honap térolast kovetben €16

sejtszam nem volt kimutathato.

A tarolas folyaman a kapszulakbdl folyamatosan szabadultak ki a sejtek, azonban ezeknek a
szama az id6 elérehaladtaval folyamatosan csokkent. Az Na-alginat — rezisztens keményitd
anyagu kapszulak kivételével a kiszabadult sejtek a 2. honap végén még elérték a 10 TKE/ml
sejtszamot, azonban ahogy a kapszulazott sejtek, Ugy a kapszulakbdl kiszabadult sejtek sem

élték tul a tarolast az 5. honap végéig.
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11. dbra: A L. salivarius kiszabadult sejtek talélése az 5 hdnapos szilvalében val tarolas
soran kiilonb6z6 kapszula anyagok alkalmazasa mellett

(ALG: Na-alginat alapu gyongyok; KALG: Na-alginat — rezisztens keményité alapu gyongyok; KALG-
GUAR: Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményit6 alapta gyongyok; KARR-LBG: k-karragén —
szentjanoskenyer-gumi — rezisztens keményit6 alapti gyongyok)

A téroléasi vizsgalat alatti pH valtozast is figyelemmel kisértem. A 12. abran jél lathatd, hogy
az id6 eldrehaladtaval a pH értékek folyamatosan csokkentek. Altalanossagban elmondhato,
hogy a 48 oras fermentacios pH-hoz viszonyitva mind a szabad sejtek, mind a kapszulazott
sejtek esetében a szilvalevek pH-ja egy ertékkel csdkkent a 2. honap utan. A Na-alginat alapd
gyongyok tarolas elétti pH értéke 4,7 és 4,8 koril mozgott, mig a x-karragén —
szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményit6 eleggyel kapszulazott sejtek 5,3 kezdeti pH

értékkel rendelkeztek, valamint az 5. hdnap végén vett mintak pH-ja 3,8 kordili értékre csokkent.
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12. dbra: Az 5 hdnapos tarolasi folyamat soran mért pH értékek valtozasa

(ALG: Na-alginat alapu gyongyok; KALG: Na-alginat — rezisztens keményit6 alapu gyongyok; KALG-
GUAR: Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményit6 alapt gyongyok; KARR-LBG: x-karragén —
szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményit6 alapt gyongyok)
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6. OSSZEFOGLALAS

A probiotikum tartalmu funkcionalis élelmiszerek, azok igazolt jotékony hatasai miatt (pl: a
bélmikrobidta egyenstlydnak fenntartdsa, tapanyagok felszivodasanak elbsegitése,
létfontossagu anyagcseretermékek eldallitasa) egyre inkabb elterjedtebbé valtak. Fogyasztasuk
olyan globalis problémak ellen kinal megoldast, mint az elhizas, a cukorbetegség és egyéb

gyulladésos folyamatok.

A probiotikus termékek esetén a pozitiv hatasuk kifejtésének feltétele, hogy megérizzék
életképességliket és a vastagbélben megtapadva elszaporodjanak. Ennek biztositasara
megfeleld technologiai modszernek bizonyul a mikrokapszulazas, amely soran a bevonoanyag

vedelmet nyUjt a sejteknek a kiilsé kornyezeti hatasok ellen.

Az extruzios mikrokapszulazast elészeretettel alkalmazzak a sejtek védelme érdekében. A
munkam soran a Lactobacillus salivarius HA-118 sejtek kapszulakba zardsat végeztem
extrizios technikaval és vizsgaltam a kapszuldzott sejtek életképességét a szabad sejtekkel
0sszehasonlitva. Valamint a kilonbozé hidrokolloid oldatok hatékonysagat vizsgaltam

emésztési-, hékezeléses- és tarolasi vizsgalat soran.

A kapszulazasi hatékonysag vizsgalata soran megallapitottam, hogy a Na-alginat gyéngyok
esetén 92,87%-o0s, a Na-alginat — rezisztens keményité esetén 95,41%-o0s, Na-alginat — guar
gumi — rezisztens keményit6 esetén 92,02-0s%, valamint k-karragén — szentjanoskenyér-gumi
— rezisztens keményit6 alapnal 89,70%-os volt a kapszuldzasi hatékonysag mértéke.
Szakirodalmi adatokkal 0Osszehasonlitva hasonlé eredményeket kaptam, a kapszulazas
megfelelének bizonyult.

Tovéabba tanulméanyoztam a sejtek taléldképességét gyomorsavat és epesavat modellezd
kdzegekben. Ennek eredményei azt mutattak, hogy a gyomorsavas kezelés soran a Na-alginat
alapu kapszulak hatékonynak bizonyultak (94-99%-os tulélési hatékonysag), mig a x-karragén
— szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményit6 esetében a sejtek nem élték tul a kezelést. Az
epesavas kezelés soran viszont a k-karragen — szentjanoskenyeér-gumi — rezisztens keményité
kapszulak érték el a legnagyobb talélési hatékonysagot (97%) és a Na-alginat — rezisztens
keményit6é kapszulak esetén volt megfigyelhetd a legkisebb hatékonysag, azonban még elérték
az elvart 10° TKE/g sejtszamot. Osszeségében elmondhatd, hogy a legjobb ellenalloképessége

a Na-alginat — guar gumi — rezisztens keményité kapszuldknak volt az emésztési vizsgalat
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soran. A guar gumi maximalis viszkozitasa pH 6-9 értékek kozott érhetd el, a legalacsonyabb
pedig 3,5 korili értéeken (Thombare és mtsai., 2016).

A L. salivarius sejtek hétlirését vizsgaltam 60 °C-on 5, 10, 15 és 20 perces kezeléssel. Az
eredmények alapjan a Na-alginat gyongyok nem biztositottak megfelelé védelmet a sejteknek,
5 perces kezelés utan 10* TKE/g értékre csokkent a sejtszam. A legjobb eredményt a x-karragén
— szentjanoskenyér-gumi — rezisztens keményit6 kapszuldk esetében lehetett elérni, ami a két
makromolekula kozott fellépd specifikus kdlcsdnhatas kovetkezmenye lehet, amely soran a
hbkezelés hatasara a kapszuldk még ink&bb 6sszefiiggd, rugalmas lemezt alkottak. Azonban a
20 perces kezelés utan egyik kapszulaanyag sem biztositotta a megfeleld sejtmennyiséget, a

Lactobacillus sejtek esetében a 60 °C-o0s hokezelés extrém korilménynek bizonyult.

Végul a kapszuldzott probiotikumok eltarthatosagat vizsgaltam szobahdmérsékleten tOrténd
fermentalt szilvalében torténd tarolas soran. A kiilonboz6 kapszulak esetében a 2. honap végén
a talélési hatékonysag 78-87%-ot mutatott; a legjobb kapszuldzdéanyagnak a Na-alginat — guar
gumi — rezisztens keményité bizonyult. A tarolas soran folyamatosan szabadultak ki a sejtek a
kapszulakbol, ezek a Na-alginat — rezisztens keményité anyagu kapszuldk kivételével a 2.
honap végén szintén elérték az elvart 10° TKE/g értéket. Azonban az 5. hdnap végén vett mintak
esetében sem a kapszuldkba zart, sem a kiszabadult sejtek esetén egyetlen é16 sejt sem volt

megfigyelhetd.

A kiilonbozo kisérletek esetén kiilonb6zd kapszulazdéanyagok nyujtottak kiemelkedden jo
eredményeket, azonban §sszességében elmondhatd, hogy a hdkezelési kisérlet kivételével a Na-
algindt — guar gumi — rezisztens keményitd elegy bizonyult a legmegfelelébbnek a

Lactobacillus salivarius sejtek védelme érdekében.

Jovobeli kutatasokra ad lehetdséget Ujabb kapszuldzdanyagok keresése, kombinaciojuk a jobb
talélési hatés elérése érdekében. A probiotikumok életképességének megérzése mellett fontos
a megfeleld kapszulaméret meghatarozasa, amely az élelmiszer érzékszervi tulajdonsagokat
nem befolyasolja. Tovabbi kiserletek folyhatnak, hogy a fermentalt gytimalcslében val tarolas
soran, miert pusztulnak el a sejtek az 5. hdnap utan, illetve hogyan lehetne a kiszabadult sejtek
mennyiségét csokkenteni. Valamint jovobeli kutatasi teriilet lehet a mikrokapszulazott

probiotikus sejtek hiitve tarolasa, ami potencialisan novelheti a sejtek talélésének aranyat.
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