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1. BEVEZETES
Napjainkban egyre nagyobb hangsuly keriil a helyes taplalkozasra, a vasarlok egyre

tudatosabbak, kozpontba keriilt az ¢lelmiszermindség, amihez a piac is folyamatosan probal
alkalmazkodni. Ma mar koztudott, hogy a rohano ¢letmoddal sok esetben egyiittjard
taplalkozas, a gyorsételek, alacsony tapértékii élelmiszerek fogyasztasa rendkiviil karos
hatassal van az egészségre. Az immunrendszer legyengiil, fogékonyabb lesz a korokozokkal,
allergias reakciokkal, valamint az ugynevezett civilizacios betegségekkel szemben, mivel
sajat védekez0, tolerancia mechanizmusai nem mikdédnek megfelelden, tobbek kozott a
gyér, vitaminhidnyos taplalkozasnak koszonhetéen.

Kutatasok soran kidertilt, hogy egészségiink fenntartdsdhoz a tdpanyagcsatornankban
megfelel6 mennyiségii, veliink szimbiozisban €16 probiotikus baktériumra van sziikségiink.
Ezt sziiletés utan az anyatejjel természetes modon megkapjuk, melytél kezdve kialakul a
sajat mikrobidtank. Ezek az ¢l6, probiotikus baktérium koloniak anyagcseréjlikkel
biztositjak tobbek kozott szervezetiink immunitasat. A probléma abbol adodik, hogy az
¢lelmiszer-feldolgozas, a kiilonbozo €élelmiszer-tartositasi modszerek, illetve az emésztési
koriilmények hatdsara drasztikusan lecsokkenhet az emberi bélbaktériumok szdma. Ezt
tovabb sulyosbithatja a talzott antibiotikum fogyasztds, mely felboritja mikrobiotank
egyensulyat azaltal, hogy a koros baktériumokkal egyiitt a szdmunkra hasznos
baktériumokat is elpusztitja. Ezen okokbol kifolyolag sziikségessé valt a probiotikus
baktériumok visszajuttatasa a szervezetbe, tehat a funkcionalis élelmiszerek, probiotikumok,
valamint probiotikumokkal dusitott ¢lelmiszerek fogyasztasa.

A probiotikus baktériumok mikrokapszulazasa egy igéretes megoldas lehet a
kedvezdtlen kiilso koriilmények ellen, mivel biztosithatja a probiotikumok €letképességének
megorzését az adott termékben, valamint a probiotikus baktériumok megfeleld
mennyiségben juthatnak el rendeltetési helyiikre a szervezetben. Mikrokapszulazott
probiotikus termékek rendszeres fogyasztasaval lehetségessé valhatna szervezetiink
egészséges mikrobiota egyensulyanak visszaallitdsa, valamint fenntartasa, igy megeldzve az
esetleges betegségeket.

Ezek alapjan dolgozatomban a mikrokapszuldzasi modszerekre, ezen beliil is az
extrazids technikdra, valamint a micellds rendszer alapu, nioszomalis sejtkapszuldzasra
helyeztem a hangsulyt, és egy probiotikus torzson keresztiil a kapszulazasi modszerek

megvaldsithatésagat, eredményességét vizsgaltam.



2. CELKITUZESEK

Kutatbmunkam sordn célom két kapszuldzasi technika megvaldsitdsa volt a
probiotikus Bifidobacterium lactis Bb-12 baktériumtorzs kapszuldkba valo rogzitésével,
¢letképességiik fokozasa érdekében. Az egyik modszer a széles korben elterjedt extruzios
mikrokapszulazasi technika, a masik pedig a probiotikumok nioszomakba torténd
kapszulazasa volt. Tekintve, hogy eddig a nioszomak leginkdbb hatéanyag-szallitd
rendszerként valo alkalmazasa keriilt kozéppontba, probiotikumok nioszomalis
kapszulazasarol eddig még nincsenek tudomanyos adatok.

Tovabba az eredményesebb kapszulazasi eljarast kivalasztva, célul tliztem ki a
probiotikum taléloképességének vizsgalatat szimuldlt emésztérendszeri €s hokezelési

kisérletek soran.

A kutatas soran az alabbi részfeladataim voltak:

A Bifidobacterium lactis tOmegtenyésztéséhez megfeleld tapkozeg kivalasztéasa,
kiilonos tekintettel a nitrogénforrasra. A kivalasztott tapkozegben a probiotikum
felszaporitasa a kapszulazasi kisérletekhez.

e Az alkalmazott probiotikus térzs mikrokapszulazasa extrazios eljarassal, kiilonb6zo
kapszula alkot6anyagokkal megvaldsitva, az alginat mellett - mely széles korben
elterjedt a mikrokapszuldk matrixanak kialakitasara - kiilonb6z6 prebiotikumok
(rezisztens keményitd, laktoszukroz és laktuldz) alkalmazasaval.

e Kapszulazasi hatékonysag meghatarozasa a sejtszamok alapjan.

e A probiotikus B. lactis sejtek nioszomalis kapszulazasa:

o vékonyréteg hidratacios eljarassal - a pronioszéma (vékonyréteg) eldallitasa
maltodextrinnel kiegészitve, majd hidratalasa soran a B. lactis kapszulazasa
¢s nioszomak létrehozasa -

o valamint szonikalassal.

Végiil az igy eldallitott sejtszuszpenzid fénymikroszkdpos vizsgalata.
e A probiotikum ¢letképességének vizsgalata:
o in vitro emésztési kisérlettel, gyomorsavas €s/vagy epesavas kezeléseket,

o valamint hokezeléseket kovetden.

Kisérleteimet a Szent Istvan Egyetem Elelmiszertudomanyi Kar Sor- és Szeszipari

Tanszékén végeztem.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Funkcionalis élelmiszerek

A ,funkciondlis ¢lelmiszerek™ kifejezés Japanbol szarmazik az 1980-as évekbol.
Nincs altalanosan elfogadott definicidjuk, mivel inkdbb egy latasmodot képviselnek,
mintsem egy jol definidlhatd élelmiszer csoportot (Diplock et al., 1999). Korunkban a
taplalkozastudomany iranyzata visszakanyarodott Hippokratész 2500 évvel ezelott
megfogalmazott tanahoz, miszerint a funkcionalis élelmiszerek alapgondolata a kovetkezo:
,ayogyszered legyen az ételed, s ételed legyen a gydgyszered!” (Thomson et al., 1999). Ez
egyben azt is jelenti, hogy hozzajarulnak az egyén egészségi, fizikai €s pszichés allapotanak
javitasahoz is, azonban kizarolag természetes hatéanyagok segitségével (Figler et al., 2004).

1991-ben hoztak létre a funkciondlis élelmiszerekre vonatkozo, célzott egészségre
vetitett elonyokkel rendelkez6 ¢lelmiszerkategoriat, a FOSHU-t (Foods for Specified Health
Use). A FOSHU-ként azonositott ¢lelmiszerek kotelesek biztositani a késztermék jotékony
egészségligyl vagy ¢lettani hatasat, az egyes OsszetevOok Onmagaban kifejtett hatasara
vonatkoz6é adatok nem elegenddek. Jelenleg a legtobb elismert FOSHU termék
oligoszacharidokat vagy tejsavbaktériumokat tartalmaz a bélrendszer egészségének
elosegitésére. Europaban a Functional Food Science in Europe (FUFOSE) 1999-ben a
kovetkezO definiciot ajanlotta a funkcionalis €élelmiszerek meghatarozéasara: Az €lelmiszer
akkor tekintheté funkcionalisnak, ha a megfeleld taplalkozasélettani hatdsokon tilmenden,
a szervezet egy vagy tobb célfunkciojara bizonyitottan jotékony hatassal van, mindezt az
egészségi allapot javitasaval, bizonyos betegségek kialakuléasi kockazatanak csokkentésével
éri el. Tovabba a termékek kizardlag élelmiszer formdajaban kinalhatoak, nem lehetnek
tablettak vagy kapszuldk, minden esetben beilleszthetdeknek kell lenniiik a normalis
étrendbe. Ezen feliil hatdsukat mar a szokéasos fogyasztasi mennyiségnél is ki kell fejtenitik
(Diplock et al., 1999).

A taplalkozasi szakemberek hagyomanyosan a kiegyensulyozott étrend
meghatarozasara torekedtek, amely biztositja a tdpanyagok megfeleld aranyt bevitelét. Az
utobbi idodben azonban a hangsuly az optimalizalt taplalkozas elérésére keriilt, melynek célja
az ¢lettartam ¢€s ¢életmindség maximalizalasa az élelmiszer OsszetevOk azonositasa révén.
Tobbek kozott ennek is eredményei a funkcionalis élelmiszerek, melyeknek célja a
kiegyensulyozott étrendet kiegészitve, a betegségekkel szembeni rezisztencia novelése és az

altalanos egészségi allapot fokozasa (Gibson és Williams, 2000).



A funkcionalis ¢élelmiszerek specidlis teriiletét képezik a pre-és probiotikumokkal
dasitott  ¢€lelmiszerek, melyeknek az ¢élelmiszer- ¢és gydgyszeriparban torténd

alkalmazhatdsagat napjainkban is vizsgaljak (Figler et al., 2004).

3.2. Probiotikumok

Rendkiviil nagy szdmban ¢€s sokféleségben élnek mikrobak az emberi bélrendszerben,
a bdrben, a sz4j- és orriiregekben, az urogenitalis traktusban, valamint az emberi test barmely
olyan részében, amely kapcsolatban 4ll a kiilvilaggal, és ahol a koriilmények kedvezoek a
baktériumok tal¢lésére. A probiotikus elmélethez a kolonizal6 mikrobak hatasainak
felismerése vezetett, tehat az arra vald igény, hogy az egészségre pozitiv hatassal 1€vo
mikrobakat eldsegitsiik, azonban a behatolo patogéneket visszaszoritsuk (Sanders, 2000).

A ,,probiotikum” gordg eredetii szd, jelentése ,,életért”. A probiotikumok olyan €16
mikrobidlis €élelmiszer alkotok, melyek jotékony hatast gyakorolnak a gazdaszervezetre a
bélmikrobidta egyenstlyanak fenntartasaval (Fuller, 1989). 2002-ben az Elelmezésiigyi és
Mezdgazdasagi Vilagszervezet (FAO) ¢és az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO) a
kovetkezéképpen definialta a probiotikumokat: EI6 mikroorganizmusok, amelyeket, ha
megfelel6 mennyiségben fogyasztunk, pozitiv élettani hatést fejtenek ki a gazdaszervezetre
(Joint FAO/WHO Working Group, 2002).

A probiotikumok fogyasztdsa szamos testhelyet érinthet (a szaj, a bélrendszer, a
légzorendszer, a boér, a hugyuti rendszer stb.), és alkalmazasa specifikus emberi
szubpopuléacidkat is célozhat: egészséges egyéneket, gyermekeket, idoskoruakat, betegeket,
valamint genetikai hajlammal rendelkezé egyéneket. A lehetséges biologiai hatasok
rendkiviil sokszinliek, ¢és folyamatosan ijabb funkcidk utan kutatnak (Vandenplas et al.,
2015). A probiotikumokat tartalmazé funkcionalis élelmiszerek hatékonysagat befolyasolja
a fogyasztok altali elfogadottsag, valamint a probiotikumok ¢életképességének megorzése a
gyartas soran. Az ¢élelmiszeripar ajanlasa alapjan a fogyasztas pillanatdban az €16 sejtek
szaménak célszerli elérnie a 10®° TKE/g-ot, ahhoz, hogy a szervezetben ki tudjak fejteni
pozitiv hatasukat (Sarao és Arora, 2017).

A probiotikumok 2 f6 nemzetségre, tejsavbaktériumokra és bifidobaktériumokra oszthatoak,
mindemellett ismertek probiotikus Streptococcus, Eubacterium, Saccharomyces,

Enterococcus €s E. coli torzsek is (Szakaly, 2004).



3.2.1. Tejsavbaktériumok

A tejsavbaktériumok Louis Pasteur nevéhez fiizodnek, aki 1857-ben fedezte fel a
tejsavas erjedés mikrobait, melyek Gram-pozitiv, palca vagy kokkusz alaki baktériumok.
Altalanos jellemz6jiik a savtiirdképesség, valamint a szaporodasukhoz sziikséges valtozatos
tapanyagigény (aminosavak ¢és vitaminok). A tejsavas erjedés két eltérd biokémiai uton
mehet végbe, megkiilonboztethetiink homo- ¢€s heterofermentativ  erjedést. A
az emberi- €s allati szervezetekben, de 1éteznek korokozo fajaik is (Dedk et al., 2006).

A legismertebb probiotikus tejsavbaktérium térzsek féleg a Lactobacillus, és kisebb
aranyban a Streptococcus nemzetséghez tartoznak. Nagy elonylik, hogy torzsenként eltérd
mértékben, képesek tulélni a gyomorban uralkodé savas koriilményeket, €s a vékonybél
epesojan és emésztdenzimein keresztiil eljutnak a vastagbélbe, ahol a bélfalon megtapadva
kolonizalddni, szaporodni képesek (Szakaly, 2004).

A tejsavbaktériumok a probiotikus aktivitasu baktériumok legkiemelkeddbb tagjai,
nem meglepd tehat, ha a jelenleg is piacon 1€vo probiotikus termékek nagy része tejtermék
(joghurt, sajt, kefir). Az els0 probiotikusnak mindsitett ¢lelmiszert Japanban hoztak

forgalomba 1994-ben, egy ,,Yakult” elnevezésii probiotikus joghurtot (Figler et al., 2004).

3.2.2. Bifidobaktériumok

A Dbifidobaktériumokat eldszor 1900-ben Henry Tissier irta le, és a megfigyelt
baktériumot morfoldgidja alapjan Bacillus bifidus-nak nevezte el. A Bifidobacterium-ok
Gram-pozitiv, szigoruan anaerob palcak, gyakran Y alakuak (Mitsuoka, 1990).

A bifidobaktériumokat csecsemoOk esetében a legfontosabb probiotikus baktérium
csoportnak tekintik, mivel az anyatej prebiotikumainak koszonhetéen kolonizaljak a
tapanyagcsatornat, és 1étrehozzak a bélmikrobiotat. Erdekesség, hogy mig csecsemdk esetén
95-98%-0s hasznos baktérium ardny jellemzd, felndtteknél ez az egészséges arany
kortlbeliil 40-45%-ra csokken, de voltak olyan felmérések, melyek csupan 1-2%-o0s hasznos
baktérium aranyt mutattak ki (Szakaly, 2004).
mikroorganizmusa, mely szamtalan pozitiv hatdsanak koszonhetéen hozzajarul az egészségi
allapot fenntartasahoz. Eletkortdl fiiggden a Bifidobacterium torzsek tipusa is valtozik,
csecsemok szervezetébdl izolalt Bifidobacterium torzsek javarészben B. breve és B. infantis,
mig a gyerekek, felnottek és idoskoraak bélrendszerébdl izolalt baktériumok B. longum és
B. adolescentis torzsekhez tartoznak (Mitsuoka, 1990).
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3.3. Probiotikumok élettani hatasai

A probiotikumok szervezetben jatszott nélkiilozhetetlen szerepét és jotékony hatasat
mar 1989-ben Fuller és munkatarsai is megfogalmaztak, és azota is szamtalan kutatas folyik
a velliink szimbidzisban ¢l6 probiotikumok szertedgazo funkcidinak felderitésérdl. A
kovetkezOkben a probiotikus baktériumok ¢€lettani hatasai koziil néhanyat emelek ki.

Az 1. abréan a probiotikumok gyakran emlegetett, szervezetiinkre gyakorolt jotékony
hatasai lathatéak. Ezek koz¢ tartozik példaul a probiotikus baktériumok béta-galaktozidaz
termelése, mely jelentds mértékben csokkenti a tejcukor-érzékenység kialakulasat, valamint
a koleszterin kozvetlen emésztése és az epesavak dekonjugalasa, melyek a vérszérum

alacsony koleszterinszintje altal csokkentik az érelmeszesedés kockazatat (Szakaly, 2004).

Magas probiotikus csiraszam savanyu tejtermekekben, étrend-kie gészitokben

| |

Kozvetlen koleszterin- B-galaktozidaz
emésztés a tejben termelés

v U

25-30 %-kal csokken a 14%-rol kb. 3%-ra csokken a tejcukor-
te] koleszterin-tartalma érzékenység gyakorisaga

} )

Epe- Mucosa Rovid Egészséges Fekal- Fekal-toxinok
savak veédogat szénlancu bélflora helyre- enzimek visszaszoritasa
dekonju- stabilizalasa, zsirsavak allitasa aktivitasanak
galasa erositése termelése csokkentése
| ) ! — '
Vérszérum Védi a GALT Csokken a vastagbélrak elofordulasa és
koleszterin- szervezetet a taplalasa ¢és 0 kozérzet alakul ki
szintjének patogén csirak elhizas elleni

csokkentésével
az érelmeszese-
dés veszélye
kisebb

ellen

védelem

1. abra: A probiotikumok jotékony hatdsai (Szakaly, 2004)

Az egészséges mikrobiom fenntartdsa a probiotikumok antimikrobas hatdsa révén
(szerves savak, hidrogén-peroxid, bakteriocinek termelése) valosul meg, csokkentik a fekal-
enzimek aktivitasat, visszaszoritjak a toxinokat és a patogén mikroorganizmusokat, igy a
vastagbélrak kialakulasanak kockazatat is csokkentik. A bélnyalkahartya erdsitése révén
pedig szignifikdnsan gatoljak szamos enteropatogén baktérium bélfalon valé megtapadasat,

amivel rengeteg betegségtol 6vnak meg (Szakaly, 2004; Figler et al., 2004).



A probiotikumok alkalmazasdnak fontos szerepe lehet minden olyan koros
allapotban, amelyben megvaltozik a bélmikrobiota dsszetétele, tehat diszbidzis alakul ki,
példaul gyulladasos bélbetegség, majelégtelenség, utazdsi hasmenés esetén, valamint
antibiotikumos kezelést kovetden (Figler et al., 2004). Bron ¢és munkatarsai (2017)
megallapitottdk, hogy a Lactobacillus-ok pozitivan befolydsolhatjak a kiilonféle
metabolikus betegségeket, beleértve a karosodott bélham ¢és a gyulladasos allapot
helyreallitasat. Tovabba az étrend okozta és orokletes elhizas, valamint a Il-es tipusu
diabétesz illetve inzulinrezisztencia kialakuldsaban 1is fontos szerepet jatszhat a
bélmikrobidta Osszetételének megvaltozasa, koztik a Bifidobacterium-ok mennyiségének
csokkenése (Bron et al., 2017). Kutatasok szerint a Lactobacillus-oknak fontos szerepiik van
a nok hiivelyi és hugyuti fertézéseinek megeldzésében, valamint kezelésében is, mivel az
egészséges mikrobiom egyensulyanak fenntartasaval képesek lekiizdeni a patogének (pl.
Candida, E. coli) altal okozott, esetleges urogenitalis fertdzéseket (Vandenplas et al., 2015).

Fontos megemliteni, hogy a bélmikrobiodta a velesziiletett €s az adaptiv immunitést
is szabalyozza, melyeknek zavara nemcsak bélrendszeri, hanem szisztémas autoimmun
betegségeket is okozhat (Halmos és Suba, 2016). Szamos immunologiai mechanizmus
szerepet jatszik a diszbidzis kialakulasaban, példdul immunhidnyos allapotok, a nem
megfeleld taplalkozas (malnutricio), igy a bélhez kapcsolodd limfoid szovet (GALT)
csokkenése is (1. abra), de a gyomorsavhidny, az epe vagy hasnyalmirigynedv
elvalasztasanak zavara is kivalthatja a bélmikrobiom megvaltozasat a vékonybél teriiletén,
ahol az emberi immunrendszer mintegy 80%-a taldlhat6 (Figler et al., 2004).

Osszességében a gyomor-bél mikrobidta alapvetd fontossagi az immunrendszer
muikodésében. Noha a probiotikumok fO0 orvosi alkalmazisa tovébbra is a gyomor-
bélrendszeri rendellenességek megeldzésére és kezelésére vonatkozik, fokozatosan kezdik
Osszefiiggésbe hozni emésztérendszeren kiviili problémakkal (példaul atdpids dermatitisz
vagy légzOrendszeri fertdzések), és ezek kezelésével is (Vandenplas et al., 2015). A
probiotikumok emésztérendszeren kiviili funkcidira iranyuld legjabb kutatasok
eredményeibdl a kdvetkezéekben néhanyat emelek ki.

Egy friss tanulmany soran azonositottak az emberi csecsemd bélrendszerében az
allergias reakciok ellen védo probiotikus baktérium fajokat, melyek immunoldgiai
reakcioikkal (példaul szabalyozo T-limfocitak stimulalasa) eldsegitik a tolerancia valaszokat
az allergias valaszok helyett (Brigham and Women's Hospital, 2019).

Szintén egy relativ 0j észlelés a mikrobiom-bél-agy tengely 1étezése, mely kétiranya
informacidaramlast tesz lehetévé a mikrobiota és az agyi kézpontok kozott. A kdlesonds
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kapcsolat révén egyrészt az agy képes a bélmikrobiotat befolyasolni (példaul stressz hatasara
megvaltozik a mikrobidta Osszetétele), masrészt a bélmikrobiota is hatast fejt ki az agyra,
kovetkezésképpen befolyasolja a gazdaszervezet magatartasat, immunvalaszat €s a vegetativ
idegrendszer mikodését (Halmos és Suba, 2016). Johnson €s Foster (2018) hipotézise erre
vonatkozoélag, hogy evolucionk soran fliggévé valtunk a benniink €16 probiotikus baktérium

kolonidktol, és sziikséglink van rajuk, tobbek kozott normalis agymiikddésiink érdekében is.

3.4. Prebiotikumok

A prebiotikumok olyan nem emészthetd, egyszerii cukrokbdl felépiilé oligoszacharidok
¢s poliszacharidok, melyek eldsegitik a bélrendszerben ¢é16 probiotikus baktériumok
novekedését (Nilegaonkar és Agte, 2010). Alapvetden ¢€lelmi (diétas) rostok, melyek nem
képesek metabolizalodni, igy jutnak el a vastagbélbe, ahol a probiotikumok ndvekedési
szubsztratjai. Természetes allapotban szamos ¢lelmiszerben eléfordulnak (példaul csicsoka
¢és cikoriagyokér), valamint a természetes ipari koncentratumok lehetnek példaul galakto-,
frukto-, malto-, vagy xilo-oligoszacharidok (Szakaly, 2004).

Ahhoz, hogy egy szerves vegyiiletet tudomanyosan is prebiotikum kategoriaba
soroljanak, bizonyos kritériumoknak meg kell megfelelnie:

(1) Rezisztens legyen a gyomorsavakkal, kiillonb6z0 enzimek altali hidrolizissel és az

emésztorendszer abszorpcidjaval szemben.
(2) A bélrendszer mikrofloraja altal fermentalhato legyen.
(3) A probiotikus bélbaktériumok novekedését vagy aktivitasat szelektiven stimulalja

(Gibson et al., 2004).

Az utobbi években egyre nagyobb figyelem fordult a prebiotikumok potencialisan
kedvez0 hatasaira, ezek példaul a betolakodd korokozokkal szembeni fokozott rezisztencia,
a bélmiikddés elosegitése, a vastagbélrak megeldzése, a lipidszint (koleszterin, triglicerid)
csokkentése, valamint a kalcium €s a vas kedvezobb bioldgiai hasznositasa (Nilegaonkar €s
Agte, 2010).

A prebiotikumok fogyasztasa az egészséges bélbaktériumok megfeleld jelenléte
nélkiil nem adhat kedvezd eredményeket, a probiotikus étrend-kiegészitok pedig nem
tartalmaznak elegendé mennyiségli prebiotikumot. Valdjaban a prebiotikumok és a
probiotikumok egyiittes fogyasztasanak elonyei olyan nagyok, hogy szinbiotikus termékeket
(olyan termékeket, amelyekben mind a probiotikum, mind a prebiotikum kombinalva
vannak), mint funkciondlis ¢élelmiszerek fejlesztettek ki (Nomoto, 2005).
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A kovetkezOkben, a teljesség igénye nélkiil, néhany - a kutatdmunkdm soran is

alkalmazott - prebiotikum altalanos jellemzéjére térek ki.

3.4.1. Rezisztens keményit6

A keményit6 az egyetlen természetben eléfordulod poliszacharid, amelyet az emberi
emésztorendszer enzimei képesek megemészteni. Korabban ugy gondoltak, hogy a
keményitdt az emberi vékonybél teljes mértékben megemészti, ugyanakkor kisérletek soran
kimutattak, hogy a keményito jelentds része eljut a vastagbélbe. Ezt a keményitot rezisztens
keményitonek nevezik, mely a keményité bomlastermékeinek Osszességét jelenti, s az
egészséges egyén vékonybelében nem képes abszorbealddni. Ezek a rezisztens keményitok
kiilonféle okokbol kifolydlag johetnek Iétre, beleértve a f6zést, egyéb poliszacharidok
jelenlétét és a ragas mértékét. Kutatdsok alapjan a magas amildztartalmu keményitok
esetében ngy tinik, hogy prebiotikumos képességiik kiterjeszti az élelmiszerekben vald
alkalmazhat6sagukat, mivel eldsegitik a probiotikus mikroorganizmusok vastagbélbe
jutasat. Tobbek kozott Brown és munkatarsai (1997, 1998) kutatasaibol kiindulva, szamos
tanulmany alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a rezisztens keményitd

prebiotikumnak mindsiil (Topping et al., 2003).

3.4.2. Laktoszukroz

A laktoszukroz egy triszacharid, amely D-galaktozbol, D-gliik6zbol és D-frukt6zbol
all. A laktoszukrézt enzimatikusan allitjak eld, a laktdozban 1évo galaktozil maradék
szacharozra torténd enzimatikus atvitelével. A laktoszukroz ellendll az emésztésnek a
gyomorban ¢és a vékonybélben (Nilegaonkar és Agte, 2010). A prebiotikus hatast Gibson ¢€s
munkatarsai (2004) laktoszukrézzal kiegészitett normal étrend alkalmazasaval bizonyitottak
be, mely sordn a Bifidobacterium-ok szignifikans ndvekedését figyelték meg a vizsgalat
elotti értékekhez viszonyitva, valamint a Clostridia és Bacteriodes torzsek szignifikans
csokkenését. Tehat a laktoszukroz a vastagbél Bifidobacterium fajaira novekedési faktorként
hat, melyek szelektiven hasznositjak, ennek kovetkeztében pedig a karos baktériumok
visszaszorulnak. Ma mar széles korben hasznaljak étrend-kiegészitoként és funkcionalis

¢lelmiszerekben prebiotikumként (Nilegaonkar és Agte, 2010).



3.4.3. Laktuléz

A laktuléz egy félig szintetikus diszacharid, amely egy D-laktoz és egy D-fruktdz
cukorbol all. A cukrokat [-glikozidos kotés koti Ossze, igy ellenall az emberi
emésztdenzimek hidrolizisének (Nilegaonkar és Agte, 2010). Kutatasok szerint a laktul6zt a
bélrendszerben taldlhatdo [-galaktoziddz enzimek nem tudtdk Ilebontani, azonban a
A laktulézt a vastagbél baktériumai fermentaljak, ami a vastagbél-6koszisztéma
valtozasdhoz vezethet a bélbaktériumok, példaul a Lactobacillus-ok és a Bifidobacterium-
ok javéara (Nilegaonkar és Agte, 2010). A gyogyaszatban hashajtoként széles korben
alkalmaztak. Annak ellenére, hogy nem teljesiil minden elvart kritérium, prebiotikumként

lett besorolva az emberi vizsgéalotokbol szarmazo6 szignifikans adatok alapjan (Gibson et al.,

2004).

3.5. Probiotikumok mikrokapszulazasa

Globalis piaci kutatdsok soran deriilt fény arra a tényre, hogy a jelenleg alkalmazott
probiotikus baktériumok csak kis mennyiségben vagy egyaltalan nem maradnak életképesek
a végtermékben, mivel a sejtek eltarthatosaga és tlirdképessége alacsonyabb, mint az eldirt
mindségmegoOrzési 1d6, valamint a probiotikumok tulélése meglehetésen gyengének
bizonyul gasztrointesztinalis koriilmények kézott (De Prisco €s Mauriello, 2016).

A mikrokapszuldzas egy olyan technika, amely soran a sejteket egy kapszuldzo
membrannal veszik koriil, és visszatartjdk azokat a sejtkdrosodas vagy a sejtpusztulas
csokkentése ¢érdekében (Krasaekoopt et al., 2003). A probiotikus baktériumok
mikrokapszulazasanak célja a sejtek védelme az ¢élelmiszer-feldolgozas és tarolds soran,
valamint emésztorendszeri koriilmények kozott, ezzel egyiitt a bezart sejtek immobilizalésa,
szabalyozott kiszabaditasa, strukturalasa és funkcionalizalasa. Maga a mikrokapszula egy
féligateresztd, gdbmb alaku, vékony €s erés membranbol all, amely koriilveszi a belsé magot
(Amin et al., 2013). A maganyag koriil a mikrokapszulazd anyag altal alkotott
membranszerkezetet a kapszula falanak nevezik. Ennek szerkezeti tulajdonsdgait ugy
tervezték, hogy megvédje a magot, ¢s meghatarozott koriilmények kozott, szabalyozott
sebességgel engedje szabadon a sejteket. A kapszuldk mérete a szubmikrontol tobb
milliméterig is terjedhet (Kailasapathy, 2002).

A megfelel6 kapszulaanyag kivalasztasa rendkiviil fontos szerepet jatszik a kapszula
sejtkapszuldzashoz leginkdbb vizsgalt €s hasznalt matrixok az ¢élelmiszer-mindségi
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biopolimerek (alginat, karragén, kitozan, pektin, keményito ¢€s tejfehérjék), mivel stresszes
koriilmények kozott (példaul a gyomor savas pH-ja, epesok, emésztéenzimek jelenléte) is
hatékony védelmet nyujtanak, azaltal, hogy valos fizikai akadalyként, valamint pufferként
funkcionélnak (De Prisco és Mauriello, 2016).

A probiotikumok mikrokapszulazasdhoz leggyakrabban hasznalt biopolimer
(biogumi) a natrium-alginat. Az alginat kiilonféle algafajokbol kivont D-mannuronsav és L-
guluronsav linearis heteropoliszacharidja (Krasackoopt et al., 2003). Alkalmazéasanak
eldnyei a kovetkezok:

e nem toxikus,

e (aCl,-dal matrixot képez az érzékeny anyagok, példaul probiotikus baktériumok
kapszulazasa érdekében,

e abezart sejtek életképességét hosszu ideig képes megdrizni,

e az immobilizacié visszafordithatd, mivel az alginat gél a Ca*"-ok elvalasztasaval

szolubilizalhat6, igy felszabaditva a bezart sejteket (Kailasapathy, 2002).

A kalcium-algindt az egyik els6 olyan kapszulaanyag, melyet probiotikumok
kapszulazasara alkalmaztak, ennek oka a sejtekre gyakorolt kiméletes hatasa a kapszulazasi
folyamat soran, valamint a kalcium-alginat pufferképessége, olcsdsaga, egyszeriisége €s
biokompatibilitdsa (Amin et al., 2013).

A mikrokapszuldzas ma mar bizonyitottan az egyik leghatékonyabb technologia a
probiotikus baktériumok életképességének €s stabilitdsanak megdrzésére, mivel védelmet
nydjt a probiotikumok szadmara mind az ¢élelmiszer-feldolgozas, mind a tarolds soran,
valamint emésztési koriilmények koézott (Das et al., 2014). A mikrokapszuldzas jovObeni
kihivasai kozott szerepel az 10j, hatékony alkalmazasok felismerése, a megfeleld technikak,
anyagok ¢és baktériumtorzsek kivalasztasa, valamint a mikrokapszuldkkal jard

tobbletkoltségek minimalizalasa (Rokka és Rantamaiki, 2010).

3.5.1. Mikrokapszulazas élelmiszeripari alkalmazasa

Jelenleg megfigyelhetd egy egészségesebb ¢letmod felé mutatd tendencia, a
fogyasztok egyre tudatosabban valasztjak meg, hogy mit esznek €s az egyes Osszetevok
milyen pozitiv hatast gyakorolnak az egészségiikre. Az étrenddel torténd betegségmegel0zEs
tulajdonképpen az innovativ, funkcionalis ¢€lelmiszerek egyedi kinalatdnak koszonheto,

melyek hozzaadott 0sszetevoket tartalmaznak az egészség eldsegitése érdekében. Azonban,
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ha az ¢lelmiszer-Osszetevoket csak a taplalkozasi érték javitdsa érdekében adjak a
termékhez, veszélyeztethetik azok izét, szinét, textirajat és aromajat. Idonként lassan
lebomlanak ¢s elveszitik biohasznosuldsi képességiiket, vagy oxidacids reakciodik révén
veszélyesekké valnak (De Prisco és Mauriello, 2016).

A termékekben a probiotikumok talélését szamos tényezo befolyasolja, beleértve a
pH-t, a hidrogén-peroxid képzddést, az oxigéntoxicitast (az oxigén athatoldsa a
csomagolason keresztiil), a tarolasi homérsékletet, valamint a stabilitast szaritott vagy
fagyasztott formaban (Kailasapathy, 2002).

A kedvezdtlen kolcsonhatasok elkeriilésének egyik igéretes technologiai megoldasa
lehet a mikrokapszuldzas, mely soran az érzékeny alkotoelemeket (szilard, folyadék vagy
gaznemil) bevond anyagba vagy matrixba zarjak, ahol ennek kovetkeztében teljesen
koriilveszi Oket a véddanyag. Tovabba probiotikumok kapszulazasa esetén biztositja azok
biologiai szerepének érvényesiilését. A mikrokapszuldzas lehetdvé teszi az élelmiszeripari
vallalatok szamara, hogy termékeikhez asvanyi anyagokat, vitaminokat, izesitoket ¢és
illoolajokat adjanak, ezenkiviil javitja a probiotikus kulturak kezelését, valamint az erjesztés
soran eldsegiti a nem kivédnatos iz és aroma maszkolasat kiilonféle metabolikus vegyiiletek

(példaul ecetsav) eldallitasaval (De Prisco és Mauriello, 2016).

3.5.2. Gasztrointesztinalis tranzit

A probiotikumok gazdaszervezetre gyakorolt jotékony hatdsainak kifejtéséhez
sziikség van arra, hogy az adott probiotikus baktérium tulélje a gyomorban uralkodé savas
koriilményeket és megfelel6 mennyiségben eljusson a belekbe, ott megtelepedjen és képes
legyen tovabb szaporodni (Shori, 2017). Tudomanyos eredmények alapjan ez nagyobb
kihivas, mint a termék feldolgozasi és taroléasi koriilményeinek tulélése. Az emberi gyomor
erdsen savas korlilményei a gazdaszervezet természetes védogatjat képezik, igy azonban
jelentds mértékben csokkentik az €10 probiotikus sejtek szamat. Tehat a probiotikum
tulélésének legfontosabb akadalya az élelmiszerként torténd alkalmazas soran a gyomron
valo athaladéas (Heidebach et al., 2012).

A probiotikumok életképességét altalaban szimulélt élettani koriilmények kozott
vizsgaljak. Mar Sheu és Marshall is kimutatta (1993), hogy a probiotikus baktériumok
alginat gélgyongyokbe valo kapszuldzasa védelmet nyUjt a sejtek szamara bizonyos
kedvezotlen kiilsé korilmények ellen, igy azota az alginat alkalmazasa széles korben
elterjedt probiotikumok kapszulazasara. Késobb azonban, tobbek kozott Amin és
munkatarsai (2013) megfigyelték, hogy az alginat alapti mikrokapszulak atmérdje csokken

12



a szimulalt gyomor expozicio soran, az alginat érzékeny a sav degradal6 hatasara, valamint,
hogy a gellan ¢és xantan gumi keveréke elonyOsebb technoldgiai tulajdonsagokkal
rendelkezik. A kazeinat és a frukto-oligoszacharidok szintén védelmet nyujtanak a szenzitiv
sejteknek, tovabba a rezisztens keményitével kapszuldzott Bifidobacterium-okrol
kimutattak, hogy képesek tulélni az emberi tdpanyagcsatornan valo athaladast. Kiilonb6zo
eredmények alapjan megallapitottdk, hogy a probiotikumok tulélését javitja az alginat
koncentracio és a kapszula méretének novelése, mig a CaCl, koncentracio €s a kezdeti
sejtszam nem befolyasolja a baktériumok pusztulasi aranyat (Amin et al., 2013).

Tovabba a probiotikus baktériumok ¢életképességét szimuldlt gasztrointesztinalis
koriilmények kozott a mikrobialis torzs érzékenysége, valamint a gyomornedv 0sszetétele is
nagyban befolyasolja. Egy adott baktérium torzs taléléséhez sziikség van arra, hogy képes
legyen erdsen savas koriilmények kozott is szabalyozni a citoplazmatikus pH-jat, mely
nagyban fiigg a H'-ATP-4z enzim aktivitasatol, ez pedig torzsenként eltérd lehet (Heidebach
etal., 2012).

3.5.3. Technologiai lehetéségek
A probiotikumok mikrokapszuldzasahoz leggyakrabban alkalmazott technikdk az

extrazids technika, emulzifikdcids technika valamint a porlasztva szaritds (Rokka és

Rantaméki, 2010).

Extruzios technika

Az extrazid a legrégebbi €s leggyakrabban alkalmazott mddszer a mikrokapszuldk
hidrokolloid oldatokkal torténd eldallitasara. A technika magaba foglalja a hidrokolloid
oldat elkészitését, a mikroorganizmusok hozzaadasat €s a sejtszuszpenzid extrudalasat egy
fecskendo tiin keresztiil cseppek formdjaban, melyek szabadon esnek egy szilardité oldatba.
A gydngyok mérete €s alakja a tli atmérdjétol €s a szabadesés tavolsagatol fligg.

Az extrudalashoz leggyakrabban hasznalt hordozdéanyag a natrium-alginat. A
gyongyok képzéséhez az alginathoz keverik a probiotikus sejtszuszpenziot, és az elegyet
tobbértékii kationt tartalmazé oldatba (altalaban Ca®" CaCl, formajaban) csepegtetik. A
cseppek azonnal gélgyongyoket alkotnak, bezarva a sejteket az ionosan keresztkotott illetve

térhalositott alginat gél haromdimenzios racsaba illetve matrixéaba.
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Ez a modszer igen népszerii az egyszeri ¢és olcsdO megvalosithatosaga,
biokompatibilitdsa, valamint az eljaras kiméletes koriilményei miatt, melyek biztositjak a
sejtek ¢letképességének megtartasat (Krasackoopt et al., 2003). Hatranya azonban, hogy mig
laboratoriumi szinten igéretesnek bizonyult, a gélgyongyok eldallitasi technoldgidja

nagyiizemi koriilmények kozott komoly nehézséget jelent (Sanders, 2000).

Emulzifikacios technika

Az emulzifikacios technika soran kis mennyiségli sejt-polimer szuszpenziot
(szakaszos fazis) adunk nagy mennyiségii novényi olajhoz (folyamatos fazis). Az elegyet
homogenizalva viz-olaj emulziot kapunk. Miutdn az emulzi6 kialakult, a vizben oldott
polimert oldhatatlanna kell tenni, térhalositva azt, hogy apré gélrészecskék képzddjenek az
olajfazisban. A valasztott gélképz6 modszer a hasznalt hordozdanyag tipusatol fiigg. Az
emulzifikacids technika soran a hordozoanyag lehet példdul karragén, alginat, kitozan,
valamint zselatin. A mikrokapszulakat illetve gyongyoket késobb sziiréssel valasztjak el. A
gyongyok méretét a keverési sebesség szabalyozza, koriilbeliil 25 mm ¢és 2 mm kozott
valtozhat. Ezt a technikat sikeresen alkalmaztak a tejsavbaktériumok kapszuldzasara

szakaszos ¢s folyamatos fermentacio céljabol (Krasaekoopt et al., 2003).

Porlasztva szaritas

A porlasztva szaritds az élelmiszeriparban altaldnosan hasznalt kapszulézasi
technika. Magaba foglalja a probiotikumok ¢és hordozoanyaguk emulzidjanak vagy
szuszpenzidjanak porlasztasat szaritd levegd segitségével, ami a viz gyors elparolgésat
eredményezi. A kapszuldkat szaraz por formajaban kapjuk. A porlasztva szaritasi folyamatot
a termék betaplalasa, a levegéaram €és a homérséklet szabalyozza. A modszer szamos eldnye
ellenére nagy hatranya, hogy a viz elparolgasahoz sziikséges magas homérséklet hatasara

csokken a probiotikumok ¢€letképessége €s aktivitdsa a késztermékben (Amin et al., 2013).

3.6. Micellas rendszerek alkalmazasa

A kiilonboz6é hatdanyagok kapszuldzasara szdmos kolloid rendszert terveztek és
alkalmaztak a gyogyszeriparban. A 6 huzoagazatok koz¢ tartoznak a micellak, liposzomak,
nanorészecskék, folyadékkristdlyos fazisok, aeroszolok, mikroemulziok ¢és prokolloid
rendszerek. A kolloidalis gyogyszerbejuttatas tudomanyaban a fejlédés alapja a feliiletaktiv

anyagok ¢és polimerek felhasznaldsa (Misra et al., 2010).
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A micellds rendszereket feliiletaktiv anyagok alkotjak. A feliiletaktiv anyagok
amfoter molekulak, melyek egy polaros vagy ionos hidrofil részbdl, és egy apoléaros hidrofob
részbdl allnak. A természetben lehetnek ionosak és nem ionosak is. A hidrofil rész és a viz
kozotti erds dipolusos kolcsonhatds vizoldhatova teszi Oket, igy alakulhatnak ki micellak
vagy vezikulumok. A micellak egyik fontos tulajdonsaga a hidrofob anyagok
kapszulazhat6saga, mivel a micellaris mag megfelel6 mikrokoérnyezetként szolgal vizben
oldhatatlan vegytiletek szamara (Misra et al., 2010).

A micellak folyékony maggal rendelkezd dinamikus struktardk, tehat nem
feltételezhetd, hogy hatarozottan merev alaktiak. Tudomanyos megfontolasok alapjan
altalaban gomb alakuaknak tekintik oket. Micellak csak akkor alakulnak ki, amikor az
oldatban a kritikus micellakoncentraciot (CMC) meghaladja a feliiletaktiv anyag
koncentracioja (Uchegbu, 2014).

Micellas rendszerek alkalmazasanak legnagyobb eldnye tehat, hogy a kivant
szenzitiv, apolaros molekulak altaluk kolloid oldatba vihetdek, tovabba fizikai hatarréteget

is képeznek.

3.6.1. Nioszoma

A nioszomak nem ionos feliiletaktiv anyagokbdl kialakuld vezikulumok, melyek
gyogyszerhordozo6 rendszerként valo alkalmazasat vilagszerte vizsgaljak. A nioszomakrol
el0szor a 70-es években szamoltak be a kozmetikai iparban, &m azoéta hatoanyag-szallitd
képességiik tanulmanyozasara keriilt a hangsuly (Uchegbu, 2014).

A nioszomak kettds rétegli szerkezete lehetové teszi mind hidrofil, mind lipofil
anyagok beépitését. Ez ugy torténik, hogy a hidrofil anyag a vezikularis vizes magba
kapszulazodik vagy a nioszoma feliiletére adszorbealodik, mikozben a lipofil anyagok
szétoszlanak a kettds réteg lipofil doménjében (Moghassemi és Hadjizadeh, 2014).

A nioszoémak unilamellaris vagy multilamellaris vezikulumok, melyek a liposzémak

analogjai. A 2. abran lathaté az unilamellaris nioszéma altalanos felépitése.
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Hidrofob farok  Hidrofil fej

2. abra: Span 60 alkalmazasaval eldallitott unilamellaris nioszéma szerkezete

(Moghassemi ¢s Hadjizadeh, 2014 nyoman)

Elsésorban szintetikus, nem ionos feliiletaktiv anyagok (példaul Span 60) 6nallo
Osszeallasabol alakulnak ki, adott esetben koleszterin és elektromos toltéssel rendelkez6
feltiletaktiv anyagok segitségével. Az oldott anyagok kapszulazdédasanak képessége lehetove
teszi a nioszomak szdmara, hogy felhasznalhatéak legyenek gyogyszerhordozé
rendszerként, mivel a hatéanyagok megfeleld6 komponensek lehetnek a vezikulumok
szamara (Uchegbu, 2014).

A nioszémak kialakitdsara leggyakrabban alkalmazott feliiletaktiv anyagok a
kovetkezOk: Span sorozat (Span-20,-40,-60,-65,-80,-85), Tween sorozat (Tween-20,-40,-
60,-65,-80,-85) ¢és Brij sorozat (Brij-30,-35,-52,-56,-58). A koleszterin, mint gyakori
segédanyag, fontos szerepet jatszik a nioszomak szerkezetének kialakitdsaban, mivel
hozzajarul azok stabilitasahoz, valamint a kettdsréteg kialakitasahoz is sziikséges. Igy

nagyobb kapszulazasi hatékonysagot is eredményez (Moghassemi és Hadjizadeh, 2014).

3.6.2. Nioszéoma kialakitasi technolégiak
Nioszomak kialakitdsara szamos moddszerrel kisérleteztek (Moghassemi ¢s
Hadjizadeh, 2014). Ezek koziil gyakran alkalmazott a vékonyréteg hidratacios eljaras és a

szonikalas.
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Vékonyréteg hidratacios eljaras

Konnyen alkalmazhato ¢€s elterjedt technika, amely soran a feliiletaktiv anyagot és a
segédanyagokat szerves oldoszerben (példaul kloroform) egy gomblombikban oldjak fel.
Rotaciés vakuumbeparlo segitségével elvonva az olddszert, a gdomblombik falan egy vékony
rétegként marad vissza a pronioszoma. Hidratalas soran a kapszuldzandé anyagot pufferben
oldva toltik a gomblombikba, majd megfeleld homérsékleten, folyamatos razatas mellett

kialakulnak a nioszéma kapszulak (Moghassemi és Hadjizadeh, 2014).

Szonikalas

A szonikalast kiilonb6z6 nidszoéma eldkészitési eljaras soran is alkalmazzak, mivel
alkalmas a multilamellaris nioszoma szerkezet felbontasara, és unilamellaris szerkezet
kialakitisara. Onmagéaban is alkalmazhat6 a vékonyréteg hidratacios eljaras soran, valamint
azt kovetden is. Megvalositasa ugy zajlik, hogy a pufferben oldott kapszulazand6 anyagot
feltiletaktiv anyag €s koleszterin keverékéhez adjak, és meghatarozott ideig szonikaljak, igy

képezve nioszomakat (Moghassemi ¢s Hadjizadeh, 2014).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Felhasznalt mikroorganizmus
A kisérleteimet Bifidobacterium lactis Bb-12 baktériumtorzzsel végeztem. A torzs a

Chr. Hansen cégtdl keriilt beszerzésre.

4.2. Felhasznalt anyagok és oldatok

4.2.1. Alkalmazott taplevesek
TPY tapleves

A Bifidobacterium lactis szaporitasdhoz hasznalt TPY tapleves Osszetevoi az 1.
tablazatban lathatoak. Készitése soran az dsszetevoket taramérlegen lombikba mértem, majd

desztillalt vizzel felontve magneses keverd segitségével homogenizaltam az oldatot.

1. tablazat: TPY (Trypticase-Phytone-Yeast extract) leves 0sszetétele

Osszetevo Mennyiség

Trypticase pepton / Proteose pepton 10g
Phytone pepton 5¢
Gliikoz 5¢
ElesztSkivonat 25¢g
K2HPO4 2 g
Tween 80 1 ml
Cisztein-HCl 0,5¢g
MgCl,*6 H,O 0,5¢g
ZnS04*7 H,O 0,25¢g
CaCL*2 H,O 0,15¢g
FeCl3*6 H,O 0,03 g
Desztillalt viz 1000 ml

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

A sejtszamlalashoz hasznalt TPY tapagarhoz a taplevest 15g/1 agarral egészitettem ki.

MRS tapleves

A B. lactis szaporitdsahoz hasznalt MRS téapleves Osszetevoi a 2. tablazatban
lathatoak. Készitése soran az dsszetevoket taramérlegen lombikba mértem, majd desztillalt
vizzel felontve magneses keverd segitségével homogenizaltam az oldatot. Az elkészitett

tapkozeget autoklavban 121°C-on 15 percig sterileztem.
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2. tablazat: MRS (de Man Rogosa Sharpe) leves dsszetétele

Osszetevo Mennyiség

Trypticase pepton / Proteose pepton 10g
Huskivonat 8¢
ElesztSkivonat 4¢g
Gliikoz 20¢g
Tween 80 1 ml
K2HPO4 2 g
Na-acetat 5¢g
Triammo&nium-citrat 2g
MgS04*7 H,O 02¢g
MnSO4 0,05¢g
Cisztein-HCl 0,5¢g
Desztillalt viz 1000 ml

RCM tapleves

A B. lactis Bb-12 szaporitasahoz hasznalt RCM téapleves 0sszetevoi a 3. tablazatban

3. tablazat: RCM (Reinforced Clostridial Medium) leves 0sszetétele

lathatoak. Készitése soran az dsszetevoket taramérlegen lombikba mértem, majd desztillalt

vizzel felontve magneses keverd segitségével homogenizaltam az oldatot.

Osszetevo Mennyiség
Trypticase pepton / Proteose pepton 10g
Huskivonat 10g
ElesztSkivonat 3g
Gliikoz 5¢
Vizoldhat6 keményitd lg
NaCl S5¢
Na-acetat 3g
Cisztein-HCl 0,5¢g
Desztillalt viz 1000 ml

Fiziologias séoldat

Sejtszamlalas soran tizedeld higitasi sor készitésére hasznalt 0,85%-o0s NaCl oldat,
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Az elkészitett tdpkdzeget autokldvban 121°C-on 15 percig sterileztem.

melynek készitése soran 0,85 g NaCl-ot adtam 100 ml desztillalt vizhez. A s6oldatot 4,5 ml-

enként kémcsovekbe mértem, majd 121°C-on 15 percig autoklavban sterileztem.




4.2.2. Az extruzios kapszulazasi technika soran alkalmazott anyagok
Hidrokolloid oldatok

A Bifidobacterium lactis extruzios technikdval torténd mikrokapszuldzasahoz
készitettem rezisztens keményito-alginat, laktoszukroz-alginat, valamint laktul6z-alginat

hidrokolloid oldatokat, melyeknek Osszetétele a 4., 5. és 6. tdblazatban lathato.

4. tablazat: Rezisztens keményito-alginat oldat dsszetétele

Osszetevo Mennyiség
Rezisztens keményitd lg
Na-alginat lg
Desztillalt viz 50 ml

5. tablazat: Laktoszukroz-alginat oldat Gsszetétele

Osszetevo Mennyiség
Laktoszukroz (LS 55) lg
Na-alginat lg
Desztillalt viz 50 ml

6. tablazat: Laktuldz-alginat oldat Osszetétele

Osszetevo Mennyiség
Laktuloz lg
Na-alginat lg
Desztillalt viz 50 ml

A hidrokolloid oldatok sterilezése 121°C-on, 15 percen keresztiil zajlott autoklavban.

CaCl;-oldat (0,05 M)
Az injekcios tlvel kialakitott —mikrokapszulak, Ugynevezett gyongyok

megszilarditasara szolgalt. Sterilezése 121°C-on, 15 percen keresztiil, autoklavban tortént.

Peptonviz (0,1%)
A képzddott gyongyok mosasara, taroldsara lett felhasznalva. Osszetevéit (7.

tablazat) taramérlegen mértem ki €s desztillalt vizzel 1000 ml-re higitottam.

7. tablazat: Peptonviz Osszetétele

Osszetevo Mennyiség
NaCl 9¢g
Bacto-pepton lg
Desztillalt viz 1000 ml
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A peptonviz sterilezése 121°C-on, 15 percen keresztiil autoklavban zajlott.

Foszfat puffer (0,1 M)
Sejtszam meghatarozas soran a mikrokapszuldk (gyongyok) felolddsara szolgalt.
Készitése soran az 0sszetevok (8. tdblazat) tiramérlegen vald kimérését kovetden 1000 ml-

re higitottam desztillalt vizzel.

8. tablazat: Foszfat puffer 6sszetétele

Osszetevo Mennyiség
Na,HPO4 * 7 H,O 13,121 g
NaH,PO4 * H,O 7,044 g
Desztillalt viz 1000 ml

A foszfat puffer pH értékét HCI oldat segitségével 6,8-ra allitottam és 121°C-on, 15 percen

keresztil autoklavban sterileztem.

4.2.3. Nioszomak eloallitasahoz felhasznalt anyagok
e Nem-ionos feliiletaktiv anyag: Span 60
e Segédanyag: koleszterin
e Szénhidrat (prebiotikum): maltodextrin

e Szerves oldoszer: kloroform

Foszfat pufferes séoldat (PBS) a pronioszoma vékonyréteg hidratalasdhoz alkalmazott

oldat, melynek 0sszetevoi a 9. tablazatban lathatoak.

9. tablazat: PBS (Phosphate Buffered Saline) (pH 7,4) 0sszetétele

Osszetevo Mennyiség
NaCl 8¢
KCl 02¢g
Na,HPO4 * 2 H,O 1L15¢
K,HPO, 02¢g
Desztillalt viz 1000 ml

A PBS puffer oldatot 121°C-on 15 percen keresztiil autoklavban sterileztem.
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4.2.4. Szimulalt emésztorendszeri kisérlethez alkalmazott oldatok
Gyomornedvet modellez6 oldat

A gyomornedvet modellezd oldat elkészitéséhez 0,2%-os NaCl oldatra volt sziikség,
melynek pH-jat 10%-os HCI oldattal allitottam be a megfelelé pH 2 értékre. Felhasznalas
elott 121°C-on, 15 percig autoklavban sterileztem, majd laminaris fiilke alatt 3 g/l pepszint

adtam hozza.

Vékonybél kozeget modellezé oldat

A vékonybél kézeget modellez6 oldat elkészitéséhez a 0,05 M-os KH,PO,4 oldat pH-
jat NaOH oldat segitségével allitottam be a megfeleld pH 7,43 értékre. Felhasznalas elott
121°C-on, 15 percig autoklavban sterileztem, majd ezt kovetden laminaris fiilke alatt 6 g/

epesot mértem hozza.

4.3. Alkalmazott modszerek

4.3.1. Bifidobacterium lactis tenyésztése

A liofilizalt allapotban 1év6 Bifidobacterium lactis Bb-12 torzset 48 oran at TPY,
MRS, valamint RCM taplevesben szaporitottam fel 37°C-os termosztatban, anaerob jar-ban.
Mindharom tapleves esetén egy Trypticase peptont és egy Proteose peptont tartalmazéd
valtozatot készitettem, igy vizsgalva a B. lactis szamara megfeleld nitrogénforrast is.

Tovéabbi kisérleteimhez a legeredményesebbnek mutatkozd taplevesben
szaporitottam fel a B. lactis Bb-12 torzset, eztttal mar 250 ml-es mennyiségben, ugyanugy
48 oran keresztiil, 37°C-os termosztatban, anaerob jar-ban. Ezt kovetden a tenyészet teljes
mennyiségét lecentrifugaltam a kovetkezd beallitdsokon: 10000 rpm, 10 perc, 4°C, majd

peptonvizbe szuszpendaltam vissza és felhasznalasig 4°C-on, hiitében taroltam.

4.3.2. Sejtszam meghatarozas

A Bifidobacterium-ok sejtszamanak meghatarozasdhoz lemezontéses modszert
alkalmaztam. Els6 1épésként minden esetben tizedeld higitasi sort készitettem, melynek
soran az egyes tagokba 4,5 ml 0,85 m/V %-os steril fiziologids s6oldatot mértem, és a
Bifidobacteium lactis Bb-12 szabad sejtek esetén 0,5 ml baktérium tenyészetet pipettaztam.
Ezt kovetéen a megfeleld higitasi tagokbdl lemezontést végeztem a Petri-csészékbe, TPY
tapagart alkalmazva. Az inkubalas 37°C-on valosult meg, anaerob koriilményeket biztositd
jar-ban, koriilbeliil 48 6ran keresztiil, melyet végiil a telepszamlalas kovetett. A sejtszamokat

TKE/ml-ben adtam meg.
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Az extrazios technikéaval kapszulazott sejtek szdmanak meghatdrozasa esetén, a sejtek
kiszabaditasa érdekében megkozelitdleg 0,5 g gyongyot mértem ki, melyeket sziikséges volt
6,8 pH-ra beallitott foszfat pufferben feloldani. A kapszuldk (gyongyok) nehézkes, hosszu
oldddasa miatt erdteljes razatast, vortexelést alkalmaztam. Az alkalmazott foszfat puffer
mennyisége 5 ml volt, kivéve a hokezelés soran, ahol mar 1 ml peptonvizben voltak a
gyongyok, igy csak 4 ml foszfat pufferre volt sziikség. A sejtszam meghatarozast a szabad

sejtekhez hasonloan végeztem, a sejtszamokat azonban TKE/g-ban adtam meg.

4.3.3. Sejtkapszulazasi modszerek

Kisérleteim soran a Bifidobacterium lactis Bb-12 probiotikus sejteket extrizids
mikrokapszulazasi modszerrel, valamint nioszomalisan kapszuldztam. Kapszulazasi
kisérleteimhez a B. lactis-t elézetesen Proteose peptont tartalmazdé TPY tdplevesben
szaporitottam fel. Az aldbbiakban a kisérleteim soran alkalmazott extruzios technikat és a

nioszomak kialakitasanak modszereit részletezem.

Extruzios technika

Az extruzios mikrokapszulazasi technika megvalésitasa Krasaekoopt €s munkatarsai
(2003) munkaja alapjan tortént.

Elsé 1épésként rezisztens keményitdvel, laktoszukrdzzal, valamint laktulozzal
kiegészitett Na-alginat alapt hidrokolloid oldatokat készitettem. 50 ml hidrokolloid oldathoz
adtam 5 ml B. lactis Bb-12 sejtszuszpenziot, majd egy 0,7 mm atmérdji steril injekcids tlin
keresztiil 0,05 M-os CaCl,-oldatba csepegtettem az oldatok teljes mennyiségét. Ezt kvetden
30 percen keresztil hagytam allni a gyongyoket CaCl-oldatban, hogy teljesen
megszilarduljanak. A folyamat soran az ionok keresztkdtése zajlik, a Na-alginat Na** ionjai
a CaCl, Ca" ionjaira cserélédnek le, igy jonnek létre a stabil, vizben nem oldhaté Ca-alginat
gyongyok. Ezek utan eltdvolitottam az oldatot, és a kapszuldkat 0,1%-0s peptonvizzel

tObbszOrdsen atmostam.

Nioszomak eldallitasa
Kisérletemben a nioszomak eldallitasdhoz a vékonyréteg hidratdcios modszer
1épéseit kdvettem, valamint a nioszémak hatékony kialakitasanak érdekében szonikalast is

alkalmaztam Moghassemi és Hadjizadeh (2014) munkaja alapjan.
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1. Pronioszoma vékonyréteg kialakitasa
Elsé 1épésként a nioszéma eléformajanak, a pronioszomanak az alkotdanyagait

mértem be gdmblombikba a 10. tablazatban lathat6 aranyban és mennyiségben.

10. tablazat: Pronioszéma por Osszetétele

Osszetevo Arany Mennyiség
Span 60 1 359¢
Koleszterin 2 64,5 ¢

Ezutan 20 ml kloroformot, mint szerves oldoszert adtam a keverékhez, amelyben
feloldodtak az anyagok, valamint prebiotikumként 250 mg maltodextrint is mértem hozza.
Kovetkezd 1€épésben rotacios vakuumbeparloba helyeztem a lombikot, ahol a kloroform
60°C-os vizfiirddben, 80 mbar és 125 rpm beallitasok mellett parolgott el. A kloroform
elénye, hogy jol oldodnak benne a pronioszéma alkotéanyagai, konnyen elparolog, valamint
steril kornyezetet biztosit, elpusztitia a nem kivanatos mikrobakat. A folyamat
eredményeként a szarazanyag vékony filmrétegként rakodott ki a gomblombik falara, melyet

hidratalasig 4°C-on taroltam.

2. Vékonyréteg hidratalas
A nioszémak kialakulasdhoz a gdmblombik falan 1étrejott pronioszoma filmréteget
hidrataltam. A hidratalas és a baktériumok kapszulazasa céljabol 19,6 ml PBS puffert és 0,4
ml B. lactis Bb-12 sejtszuszpenzid keverékét mértem a lombikba, melyet ezutdn 100 rpm
fordulatszamon, 50°C-on 1 6ran keresztiil razattam, mialatt a vékony filmréteg teljesen
diszpergalddott a hidratald folyadékba. A razatds utan a szuszpenziot egy napon keresztiil

4°C-os hiitében taroltam, hogy tovabb ndoveljem a nioszoma kialakulas hatékonysagat.

3. Szonikalas
Kovetkezo 1épésként jeges vizflirdbe meritettem a gdmblombikot, hogy koriilbeliil
4°C-on végezhessem a kisérletet a hatékonysag novelése érdekében. Szonikalasnak vetettem
ald koriilbeliil 10 percig, 30 mp-es ultrahangos kezelés és 15 mp-es pihentetés
valtogatasaval. Az ultrahang teljesitménye 50 W volt. A kezelést kdovetden a kapszulazott

sejteket tartalmazo gomblombikot 4°C-os hdmérsékletli hiitdben taroltam.
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4.3.4. Kapszulazasi hatékonysag meghatarozasa
A kapszulazasi hatékonysag megadja, hogy a baktérium kiindulasi sejtszamanak
hany szazaléka lett sikeresen bezarva a mikrokapszuldba. Ennek szamolasahoz a

sejtszamokat a kezelhetdség érdekében logo-es formaban adtam meg.

i lis , lg (Bezart sejtek szama)
Kapszulazasi hatékonysag (%) = lg (Kiindulasi sejtszam) %X 100

A probiotikum kapszulazasi hatékonysaganak kimutatisa érdekében sejtszamlalést
végeztem a kiindulasi (a még szabad) B. lactis Bb-12 sejtszuszpenzio, valamint a

kapszulazott sejtek esetében.

4.3.5. Mikroszkdpos vizsgalat
A mikroszkoépos vizsgéalatot Olympus BX40 tipust fénymikroszkoppal végeztem,

100-szoros nagyitasu, immerzios rendszerti objektiv alkalmazasaval.

4.3.6. Szimulalt emésztorendszeri vizsgalat

Kisérletem soran a Bifidobacterium lactis Bb-12 torzs ¢€letképességét vizsgaltam
szimulalt emésztorendszeri koriilmények kozott, in vitro modell segitségével. Kisérletemet
Shori €s munkatarsai (2004) munkéja alapjan végeztem el.

Kiilon-kiilon vizsgaltam a gyomorsav €s epesok hatasat, valamint egymast koveto
kezeléseket is alkalmaztam mind a szabad sejteken, mind pedig a kapszulazott sejteken. A
gyomorsavas kezelés 135 percig, mig az epesavas kezelés 150 percig zajlott. Tovabba az
alkalmazott kezel6 oldatok mennyisége az eldbbi esetben 5 ml, az utdébbi esetben pedig 4,5
ml volt. A kezelések 37°C-ra beallitott inkubatorban zajlottak.

Szabad B. lactis sejtek esetében 1-1 ml-t mértem ki steril centrifugacsévekbe, majd
ezekhez adtam a megfeleld kezel6 oldatot. Egymast kdvetd kezelések esetén a gyomorsavas
kezelés végeztével lecentrifugaltam az oldatot, igy le tudtam oOnteni az Osszegyuijtott
sejtekrdl a kezeld oldatot és ramértem a vékonybél oldatot, majd 150 percig inkubatorba
helyeztem. A kezelések végén rogton kimértem 0,5 ml-t a higitasi sor elso tagjaba, melynek
koszonhetden a fizioldgias sdoldat a higitassal, valamint a semleges koriili pH-ra torténd

beallitassal leallitotta az emésztési folyamatot.
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Kapszulazott sejtek esetében steril koriilmények koézott 0,5 g gyongyot mértem ki
kémcsovekbe, majd hozzdadtam a megfelelé kezeld oldatot és adott ideig a 37°C-os
inkubatorba helyeztem. Egymast koveto kezelések esetén a gyomorsavas kezelés végeztével
4,5 ml oldatot eltavolitottam a gyongyokrol, €s folytatva az epesavas kezeléssel, 4,5 ml
vékonybél oldatot mértem hozzd. A kezelések végén a kezelé oldatokat pipettaval

eltavolitottam, majd a gyongyok feloldasat kdvetden sejtszamlalast végeztem.

4.3.7. Hoékezelési kisérlet

A hokezelési kisérlet soran a Bifidobacterium lactis Bb-12 térzset extrém magas
homérseékletti, 60°C-os vizfiirdében kezeltem 5, 10, 15 és 20 percen keresztil. A
hokezeléseket kovetden vizsgaltam a baktériumok taléloképességét.

Szabad B. lactis sejtek esetében steril kémcsovekbe 1-1 ml-t mértem ki a Bb-12
sejtszuszpenziobol, a kiilonbozoé kapszulak esetében pedig a steril koriilmények kozott
kémcsovekbe kimért 0,5 g gyongyhoz adtam 1 ml peptonvizet. A kisérlet soran a
kémcsoveket 60°C-os vizfiirddbe helyeztem, és fél perc felmelegedési idovel szdmolva a
megfeleld idortartamon keresztiil hokezelés ala vetettem a sejteket. A folyamat leallitasa
céljabol a kezelés befejeztével a kémcesoveket 4°C -os jeges kozegbe helyeztem koriilbeliil
10 mp-ig, mivel ennyi 1d6 alatt mar kelld mértékt a lehiilés, viszont a sejtek még nem
roncsolddnak. A kisérlet végén a szabad sejteket azonnal ki tudtam vinni a higitasi sorba, a
hokezelt gyongyoket pedig 4 ml foszfat pufferben oldottam fel, hogy elvégezhessem a

sejtszamlalast.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Kiilonbozo tapkozegek osszehasonlitasa a Bifidobacterium lactis felszaporitasa
céljabol

Kisérletem soran a Bifidobacterium lactis Bb-12 torzset kiilonbozo tapkozegekben
tenyésztettem, annak érdekében, hogy minél nagyobb sejtszamot biztositsak a
sejtkapszulazasi kisérletekhez. A fenntartashoz altalanosan hasznalt TPY tapleves mellett,
MRS és RCM tépleveseket is alkalmaztam, s minden tapleves esetén mind Trypticase pepton
(pl. MRS-T), mind Proteose pepton (pl. MRS-P) hozzdadaséaval végeztem el a kisérletet.

A B. lactis Bb-12 torzs szamara legelony0sebb tapleves kivalasztasahoz sziikség volt
az optikai denzitas (OD) meghatarozasara spektrofotométer segitségével. A mérést 600 nm-
en valdsitottam meg, mivel itt, az UV-VIS tartomanyban a legnagyobb a baktériumok
fényelnyelése. A mintavételeket és az OD méréseket a 15., 18., 21., 24. és 39. oraban

végeztem.

3,5 o— MRS-P
3 o MRS-T
— o= RCM-P

e==0===RCM-T

OD (600 nm)

== o== TPY-P

e==O===TPY-T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 t (h)

3. abra: Kiilonbozo taplevesek optikai denzitasanak valtozasa B. lactis Bb-12 szaporitasa

soran az id6 fliggvényében (P: Proteose pepton; T: Trypticase pepton)

Az eredmények alapjan jol latszik (3. abra), hogy a Proteose peptont tartalmazé MRS
tapleves jelentdsen kiugrd értéket jelolt, azonban a Trypticase peptont tartalmazd6 MRS
taplevesben vald szaporitas szinte semmilyen sejtndvekedést nem eredményezett. Az RCM

tapleves hasonlod abszorbanciat mutatott mind a Proteose, mind a Trypticase peptonnal
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készitett variacidoban, 39 ora elteltével koriilbeliil 2,1-es értéket. A TPY tapleves esetében
viszont jelentOs eltérés figyelhetd meg, hiszen 39 ora elteltével a Trypticase peptont
tartalmazo tapleves optikai denzitdsa csupan 0,77 volt, mig a Proteose peptont tartalmazé
tapleves 2,49-es abszorbancia értéket mutatott.

Ezenkiviil a mintdk pH értékét is meghataroztam (4. abra), hogy komplexebb képet
kapjak a baktériumok szaporodasardl. A Bifidobacterium-ok optimalis szaporodasa 4,5 ¢€s
8,5-0s pH értékek kozott valosul meg, ebbdl kifolydlag a savas pH kifejezetten kedvez a
Bifidobacterium lactis szaporodasanak (Rokka és Rantamiki, 2010). A mintavételeket €s a

pH méréseket a 15., 18., 21., 24., 39. és 42. 6raban végeztem.

o= MRS-P

o=== MRS-T

== o= RCM-P

e==0=== RCM-T

pH

== o= TPY-P

e==Om== TPY-T

3,5
0 10 20 30 40 t (h)

4. abra: A taplevesek pH valtozasa B. lactis Bb-12 szaporitasa soran az id0 fiiggvényében

(P: Proteose pepton; T: Trypticase pepton)

A Proteose peptont tartalmazd MRS tépleves a pH mérésnél is kiugro értéket mutatott,
igy ezt a hibak elkeriilése érdekében nem vettem figyelembe. A Trypticase peptont
tartalmazd MRS tépleves pH csokkenése az OD értékek alapjan, a vartnak megfeleléen
minimalis, igy ez a tapleves a legkevésbé alkalmas a Bb-12 szaporitasara. Az RCM
taplevesek pH-ja végig rendkiviil hasonloan alakult, és 42 ora elteltével 4,3-ra csokkent.

A 3. és 4. abran is jol lathato, hogy a 15-24 o6raig tart6 szakaszban a legtobb esetben
exponencialis sejtszaporodas ment végbe, igy ez a szakasz tulajdonképpen a baktériumok

novekedési gorbéjének logaritmusos fazisaként értendo.
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Az optikai denzitast és a pH értékeket is figyelembe véve, tovabbi kisérleteimhez a
Proteose peptonnal elkészitett TPY tdplevest valasztottam, mivel 42 6ra elteltével 4,14-ig

csokkent a pH értéke, valamint 600 nm-en ez mutatta a legnagyobb abszorbancia értéket.

5.2. Sejtek bezarasa extruzios technikaval

A Bifidobacterium lactis Bb-12 probiotikus sejteket extruzidés mikrokapszulazasi
technikaval alginat alapt gélgyongyokbe zartam. Kordbbi eredmények alapjan a kiilonb6z6
prebiotikum kiegészitéssel ellatott kalcium-alginat gyongyok nagyobb ellenéllast
biztositottak a sejteknek (Ta, 2017). Ezek alapjan a kapszuldk segédanyagaként 3
prebiotikumot valasztottam - rezisztens keményitd, laktoszukréz és laktuléz - és 1:1
aranyban alkalmaztam néatrium-alginattal. Mindegyik esetben meghatiroztam a kapszulazési

hatékonysagot és a kapott eredményeket 6sszehasonlitottam.

5.2.1. Kapszulak mérete és morfologiai tulajdonsagai

A kiilonbozd Osszetételli kapszuldk morfoldgidja az 5. dbran lathato.

5. abra: Extrzids technikaval késziilt kalcium-alginat gyongyok morfologiaja
A: Rezisztens keményit6-alginat alapt gyongyok
B: Laktoszukroz-alginat alapi gyongyok
C: Laktul6z-alginat alapu gyongyok
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A rezisztens keményit6-alginat alapu gyongyok fehér szinliek, mely a keményitd
szinébdl adodik. Viszkozus, atlathatatlan, gomb formdéjuak, atmérdjiik 10 gyongyot
atlagolva 0,29 mm. A laktoszukroz-alginat alapti gyongyodkre mar opalosabb szin jellemzd,
formajuk kevésbé gomb, inkabb tojas alakuak, atlagos atmérdjik 0,25 mm. A laktulozt
tartalmaz6 gyongyok esetében megfigyelhetd a lazabb szerkezet, ezt mutatja a valtozékony
morfoldgia, néhol gdmb, néhol palcika formajhak. Ezek a kapszuldk a leginkabb attetszdek

¢s atmérdjlik atlagosan 0,28 mm.

5.2.2. Kapszulazasi hatékonysag

Kisérletem sordn a kiindulési Bifidobacterium lactis tenyészet sejtszama atlagosan
2,4%10" TKE/g volt, lemezontéses modszerrel dolgozva. A kapszulazasi hatékonysag
meghatarozasahoz ezt a kiindulasi értéket 100%-nak tekintettem, és ehhez viszonyitottam a
mikrokapszulazads eredményességét a bezart sejtek mennyisége alapjan. A kiilonb6zd
Osszetételll kapszuldk esetén meghatarozott kapszuldzasi hatékonysagot a 6. 4bran mutatom

be.

8
7.5 100%
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5 90,1%
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Kiindulasi Bb-12 Keményit6-alginat ~ Laktoszukroz-alginat Laktul6z-alginat alapt
sejtszuszpenzid alapu gyongyok alaptl gyongyok gyongyok

6. abra: A B. lactis Bb-12 sejtek kapszuldzasi hatékonysaganak dsszehasonlitasa extrizios

technika esetén
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A rezisztens keményité-alginat alapt gyongyok sejtszama atlagosan 4,46*10° TKE/g
volt, tehat a kapszuldzasi hatékonysag 90,1%. Vidhyalakshmi és munkatarsai (2009)
eredményei alapjan rezisztens keményité hozzaadasa javitja a probiotikumok kapszulazasi
hatékonysagat. A laktoszukrozt tartalmazo mikrokapszuldk esetében a sejtszam atlagosan
3,5%10° TKE/g volt, a laktuldz tartalmi gyongyok esetében pedig 1,66%10° TKE/g, tehat a
kapszuldzasi hatékonysag 88,67% valamint 84,28% lett.

Yari és munkatarsai (2015) eredményei alapjan az extrazids technikaval kalcium-
alginat gyongybe zart B. lactis Bb-12 torzs kapszuldzasi hatékonysaga 82% volt. Tovabba
megallapitottak, hogy Lactobacillus acidophilus La-5 torzs esetében csupan 77% volt a
kapszulazasi hatékonysag, azonos paraméterek mellett. Tehat szakirodalmi adatok alapjan a
B. lactis Bb-12 sejtek kapszulazasi hatékonysaga valamennyi kapszulatipus esetén
meghaladta a vart értéket, igy megéallapithato, hogy a prebiotikumként alkalmazott rezisztens
keményitd, a laktoszukroz ¢és a laktuloz is megfeleld segédanyagnak bizonyult a

mikrokapszulak kialakitasahoz.

5.3. Sejtek bezarasa nioszomak eloallitasaval

Kisérletet tettem a Bifidobacterium lactis Bb-12 sejtek nioszomakba torténd
kapszulazasara. Tekintve, hogy a nioszomak leginkabb hatoanyag-szallité rendszerként vald
alkalmazasa keriilt kozéppontba, probiotikumok nioszomalis kapszulazasarol eddig még
nincsenek tudomanyos adatok.

Kisérletemben a nioszomak eldallitasdhoz a vékonyréteg hidratacios modszer 1épéseit
kovettem, ehhez a pronioszoma filmréteg kialakitasat Span 60, koleszterin és kloroform
OsszetevOk felhasznalasaval végeztem Moghassemi és Hadjizadeh (2014) munkéja alapjan.
Tovéabba maltodextrines kiegészitést is alkalmaztam, mely prebiotikumként funkcional
(Anekella és Orsat, 2004). Végiil a nioszomak hatékony kialakitdsanak érdekében
szonikalast 1is végeztem. A vékonyréteg hidratacios modszer Kkivitelezése utan
megallapitottam, hogy a pronioszoma kialakitdsanak mivelete sikeres volt. A filmréteg
hidratalasat, a B. lactis Bb-12 sejtek kapszuldzasat, valamint a szonikaldst kdvetOen

eldallitott nioszoma szuszpenzidt fénymikroszkoppal vizsgaltam.

5.3.1. Mikroszkdpos vizsgalat

A fénymikroszkopos vizsgalat soran célom a nioszoma kialakulés sikerességének

elemzése volt. A sikeresen eldallitott nioszoOmak a 7. abran lathatoak.
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7. abra: Unilamelldris nioszomak fénymikroszkopos képe (100x-os nagyitasban)

A 7. 4bran lathatoak a vékonyréteg hidraticios modszerrel, valamint szonikéalassal
kialakitott unilamellaris nioszomdk. A mikroszkopos képen fényes fehér gyliriiként jelentek
meg, melyet a fénytorés befolyasolhatott. A kettdsréteg rendkiviil stabil szerkezetet alakitott
ki, melyhez feltételezhetden a maltodextrines kiegészités is hozzajarult. Ezenkivil a
nioszéma szuszpenzidban jelen volt bizonyos mennyiségii kristalyos tormelék, melyet az
esetlegesen visszamaradt kloroform, vagy a hidratald oldatként alkalmazott PBS
eredményezhetett. A nioszoméakba zart B. lactis sejtek mennyiségét azonban nem volt

modom meghatarozni.

5.4. A gyongyokbe zart sejtek életképességének vizsgalata

Kutatdsaim soran alkalmazott kapszulazasi mddszerek koziil az extruzios technika
bizonyult eredményesebbnek a kapszulazasi hatékonysag meghatarozasa alapjan, tehat
tovabbi kisérleteimet ezen moddszerrel létrehozott mikrokapszuldkon végeztem el. A
gyongyokbe zart sejteket emésztési modell kisérletnek, valamint 60°C-os hdkezelésnek
tettem ki. Az eredmények értékeléséhez a B. lactis Bb-12 szabad sejtekkel végzett kisérletek

kivalo osszehasonlitasi alapot adtak a kapszulazott sejtekkel végzett kisérletekhez.
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5.4.1. Emésztés hatasanak vizsgalata

Kisérletem soran a Bifidobacterium lactis Bb-12 torzs talélését teszteltem szimulalt
gasztrointesztinalis tranzit sordn, in vitro modell segitségével. Kutatasok szerint a
mikrokapszulazas igéretes megoldast nyujt a szenzitiv probiotikus mikroorganizmusoknak
a gyomorban ¢és vékonybélben uralkodé extrém koriilmények talélésére (Shori, 2017).

Célom a szabad B. lactis sejtek és a kiilonb6z6 prebiotikumos kiegészitésekkel
(rezisztens keményitd, laktoszukrdoz ¢és laktuldéz) kalcium-alginat gélgyongyokbe
kapszulazott sejtek tuléloképességének Gsszehasonlitdsa volt szimuldlt emésztorendszeri
koriilmények kozott, gyomornedvet €s vékonybél kdzeget modellezé oldat segitségével.

Ennek eredményeit a 8. és 9. dbran ismertetem.
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8. abra: B. lactis Bb-12 szabad sejtek talélése emésztési modell kisérlet soran

A szabad sejtek kezeletlen, kontroll sejtszama 3,8%10" TKE/ml volt (8. 4bra),
azonban mindegyik kezelés soran elpusztultak a sejtek, nem voltak képesek talélni az
emésztorendszerben uralkodd extrém koriilményeket. Szamos kutatds soran vizsgaltak
kapszulazott probiotikus sejtek (koztik Bifidobacterium) talélését in vitro koriilmények
kozott, gyomor- és epesavas kozegben, és a szabad sejtek 1ényegesen kisebb aranyban
(Vidhyalakshmi et al., 2009), valamint egyaltaldn nem voltak életképesek (Shori, 2017) a
tobbek kozott alginattal kapszulazott probiotikus sejtekhez képest.
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Kisérletem soran a kiilonb6z6 alkotéanyagti kapszuldkba bezart sejtek szimulalt
emésztorendszeri koriilmények hatasara valtozatos tulélési ratat eredményeztek, melyet a 9.
abra szemléltet. A kontroll sejtszamok mindegyik kapszulatipus esetében nagysagrendileg

10°-107 TKE/g kozé tehetSek, ezekhez vizonyitottam a kezelt sejtek életben maradésat.
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9. abra: Kiilonbozo Osszetételli gélgyongyokbe kapszulazott B. lactis Bb-12 sejtek talélése

szimulalt emésztési modell kisérlet soran

A 135 perces gyomorsavas kezelés hatdsara a rezisztens keményitd tartalmu
kapszulak esetében jelentds sejtpusztuls volt megfigyelhetd, amely esetében csupan 4*10*
TKE/g sejt maradt életben. A laktoszukréz tartalmi gyongyok ehhez képest nagyobb
rezisztenciat mutattak, melynek koszonhetéen 6,7*10° TKE/g sejtmennyiség allt ellen a
gyomorsavas kozeg degradaldé hatdsanak. A laktuldz tartalmu gyongyokbe zart sejtek
azonban teljes mértékben elpusztultak e kezelés soran. A 150 perces epesavas kezelés
hatadsara mindegyik kapszulatipus esetén voltak kimutathato életképes sejtek, azonban
egyediil a keményitd tartalmi kapszuldban 1év0 sejtek rezisztenciaja volt kiemelkedd
(5,6*10° TKE/g). Az egymast kovetd kezelések hatasara a laktoszukroz és laktuldz tartalmu
gyongyokbe zart probiotikus sejtek elpusztultak, a keményito-alginat alapu gyongyok esetén
pedig egy minimalis sejtszam (10* TKE/g) maradt életképes.
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Bar a rezisztens keményitdvel kapszulazott Bifidobacterium-okrol kimutattak, hogy
képesek talélni az emberi tdpanyagcsatornan valo athaladast (Amin et al., 2013), kisérletem
soran, az egymast kovetd kezelések eredményeit a kezdeti sejtszamhoz viszonyitva csupan
0,17% ¢lte tul. Ennek oka lehetett a gélgyongyok nehézkes oldodasa foszfat pufferben (féleg
a gyomorsavas kezelést kovetden), mivel a mechanikus sejtfeltarasi modszerek (erételjes

razatas) esetén a gyongyok tokéletlen oldodasa, vagy annak karos hatasai modosithattak a

sejtszamlalas eredményét (Heidebach et al., 2012).

5.4.2. Hokezelés hatasanak vizsgalata

Kisérletem soran a szabad ¢és a kiilonbozé prebiotikumos kiegészitésekkel
kapszulazott B. lactis Bb-12 torzset 60°C-os homérsékletnek tettem ki 5, 10, 15 és 20 percen
keresztiil, €s vizsgaltam a baktériumok tulélését. Célom az volt, hogy megallapitsam, vajon
a hokezelés ellenére biztosithato-e megfeleld mennyiségli Bifidobacterium lactis egy

probiotikus termék eldallitasahoz. A kapott eredményeket a 10. és 11. dbran mutatom be.
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10. abra: B. lactis Bb-12 szabad sejtek ttlélése 60°C-os hokezelés soran

Az eredmények alapjan a szabad sejtek kiindulési sejtszama 6,7*10" TKE/ml volt

(10. abra), azonban mar 2 perces hokezelés soran valamennyi sejt elpusztult, nem ¢€lték tal a

60°C-0s homérsékletet.
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A hokezelt sejtek életképessége a 11. abran lathatdé modon, mindhdrom tipusu

kapszula esetében a hdhatés id6tartamaval aranyosan valtozott.
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11. abra: Kiilonbozo osszetételii gélgyongyokbe kapszulazott B. lactis Bb-12 sejtek

talélése 60°C-os hékezelés soran

A kiindulasi, kontroll sejtszdmok eltérést mutattak, azonban 2 perces hdkezelés
hatasara nagysagrendileg a sejtek fele maradt ¢életben a kiilonb6zd kapszulatipusok esetén.
5 perces hdkezelés hatasara tovabb csokkentek a sejtszamok, mellyel szignifikans
sejtpusztulds figyelhetd meg. A rezisztens keményitd tartalmii kapszuldkban 10 perces
kezelés utdn a sejtszam 2,52*10° TKE/g volt, mig a laktoszukréz és laktuloz tartalmé
kapszuldk esetében mar egy nagysdgrenddel kevesebb. Fontos megemliteni, hogy a
rezisztens keményitdt tartalmazd alginat alapu gyongyokben a 20 perces hdkezelést
kovetden kimutathatd volt egy minimalis mennyiségli €letképes sejttomeg, igy mindezek
alapjan elmondhat6, hogy a keményit6t tartalmazéd gyongyok voltak a legellenallobbak.

Osszességében megallapithatd, hogy magas kiinduldsi sejtszam esetén, foként
rezisztens keményité-alginat alapti gyongyok alkalmazéasaval, a hdkezelés okozta

csOkkenést is figyelembevéve, biztosithatdé megfeleld sejtszam egy probiotikus termék

eldallitdsahoz.
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6. OSSZEFOGLALAS

A funkcionalis élelmiszerek, koztlik a probiotikumok feltételezhetden hatalmas fejlodés
elott allnak, kutatasuk az élelmiszeripar egyik vezetd iranyzata, igy piaci értékiik és bioldgiai
potencialjuk oridsi. A probiotikumok megoldast kinalhatnak szamos globalis problémara,
kutatasok mar gydgyszerként vald alkalmazasukat is vizsgaljak, mely eldrelathatolag
versenyképes alternativa lehetne a tulzott antibiotikum fogyasztas probléméjaval szemben
is. Ezen feliil, a szervezetiinkben €16 probiotikus baktériumok szamos mar ismert, pozitiv
¢lettani hatasan tilmenden, egyre konkrétabb, komplexebb funkcidit fedezik fel.

A probiotikus termékek valdoban hatékony fogyasztasdhoz azonban sziikségiink van az
¢l0 baktérium sejtek ¢€letképességének megdrzésére, erre kinal igéretes technoldgiai
megoldast a mikrokapszuldzas. A probiotikus baktériumok kiilonb6zé hordozdéanyagokba
valo kapszulazasa védelmet nyujt a kedvezdtlen feldolgozasi és tarolasi koriilményekkel
szemben, ¢és ennek koszonhetden a fogyasztds pillanatdban kell6 mennyiségii ¢l sejtet
tartalmazhat az adott termék. A mikrokapszulazas legfontosabb szerepe azonban még ezek
utan kovetkezik, amikor a probiotikumnak az emésztérendszeren valo athaladast sziikséges
tulélnie, ellendllva a gyomorsavnak, emésztdenzimeknek, valamint az epesavnak, mig el
nem ¢éri a vastagbelet, ahol a bélfalon megtapadva kolonizalddni, szaporodni képes.

Mindezekbdl kiindulva, kutatomunkam céljaul a Bifidobacterium lactis Bb-12 torzs
mikrokapszulazasat tiztem ki. Kisérletimet azért ezzel a probiotikus torzzsel végeztem, mert
korabbi kutatasok szerint kivalo ¢lettani ¢és igéretes technologiai tulajdonsagokkal
rendelkezik. Kiilonb6zé mikrokapszuldzasi mddszereket alkalmaztam, koztikk a mar jol
ismert extrizids technikat, valamint a még kevésbé elterjedt, micellds rendszer alapu
nioszomalis kapszulazast.

Az extruzios eljaras soran a probiotikus Bifidobacterium lactis-t a technika specialis
1épéseit kovetve alginat-alapti gélgyongyokbe zartam, valamint a nagyobb hatékonysag
érdekében kiilonbozo prebiotikumokkal (rezisztens keményitd, laktoszukroz, laktul6z)
egészitettem ki. A kapszuldzasi hatékonysadg meghatarozasaval megkaptam a kiilonb6z6
Osszetételll kapszulakba zart B. lactis sejtek szézalékos aranyat, mely a rezisztens
keményit6-alginat alapu gyongy esetében 90,1%, a laktoszukrdz-alginat alapt gyongy
esetében 88,67%, valamint a laktul6z-alginat gyongy esetében 84,28% volt. Szakirodalmi
adatok alapjan megallapitottam, hogy ezek az eredmények megfeleltek a vart értékeknek,
tehat az extrizids kapszuldzasi technika megvaldsitdsa mindegyik kapszulatipus esetében

sikeres volt.
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Tovabba a Bifidobacterium lactis Bb-12 sejtek nioszomakba torténd kapszulazasara is
kisérletet tettem. Ez a modszer leginkabb a hatoanyag-szallitassal 0sszefiiggésben terjedt el,
mivel a nioszomak alkalmazasat szamos kutatas igéretes megoldasnak taldlta gyogyszer
komponensek szallitasara. A nioszomak kiilonlegessége, hogy egyedi szerkezetiiknek
koszonhetden lehetdveé teszik, hogy egyszerre szallitsanak mind hidrofil, mind hidrofob
komponenseket. Tekintve, hogy a probiotikumok nioszomakba torténd kapszulazasardl még
nincsenek tudomanyos eredmények, kisérletem egy lehetséges nioszoma alkalmazasi
alternativat vizsgalt. A nioszémak vékonyréteg hidratacios eljarassal és szonikalassal vald
kialakitdsat kovetden fénymikroszkopos vizsgalatot végeztem, és ennek alapjan
megallapitottam, hogy valdban létrejottek a kivant nioszomak. Azonban a bezart B. lactis
sejtek mennyiségét, igy a kapszulazasi hatékonysagot nem allt médomban meghatarozni.

Tovabbi kisérleteim soran az extruzids mikrokapszuldzési technoldgiaval kialakitott,
kiilonbozé  Osszetételli  gélgyongyokbe kapszuldzott Bifidobacterium lactis — sejtek
¢letképességét teszteltem in vitro, gasztrointesztinalis koriilmények kozott, valamint
hoékezelési kisérletek soran.

Elsoként a B. lactis sejtek taléloképességét szimulalt emésztdrendszeri kisérletek soran,
gyomornedvet ¢s vékonybél kozeget modellezd oldat alkalmazasaval vizsgaltam.
Kisérletem valtozatos eredményeket hozott, mar a gyomorsav hatasara szignifikansan
lecsokkent a kapszulazott probiotikus baktériumok szama, mig az epesavas kezelés kevésbé
volt sejtpusztitd hatasu. A legjobb ellenalloképességet azonban a rezisztens keményitd
tartalmu kapszuldk mutattak, mivel az egymast kovetd emésztési kezeléseket kovetden még
maradtak életképes sejtek.

Tovabba a B. lactis sejteket hokezelés ala vetettem, mely 60°C-os vizfiirdében zajlott,
és 5, 10, 15 valamint 20 percen keresztiil vizsgaltam a sejtek talélését. A kapszulazott B.
lactis sejtek életképessége a kiilonb6zo oOsszetételi gélgyongyokben a hdkezelés
id6tartamaval aranyosan csokkent. A legkiemelkeddbb eredményt add kapszulatipus ebben
az esetben is a rezisztens keményité-alginat alapu kapszula volt, amelynél magas kiindulasi
sejtszam esetén a hokezelés ellenére is biztosithato volt megfeleld sejtmennyiség.

Osszességében megallapithato, hogy az eredmények alapjan mindegyik kapszulatipus
alkalmas lehet a Bifidobacterium lactis sejtek ¢életképességének megdrzésére egy
probiotikus termék eldallitdsdhoz - kiilondsen nagyobb kiindulasi sejtszam alkalmazasa
esetén -, mindazonaltal a legalkalmasabbnak a rezisztens keményitd tartalmu kapszulak
bizonyultak. Kisérleteim kiindulasi alapot képezhetnek az alginat-alapi mikrokapszulak

stabilitasanak novelésére kiilonbozo probiotikus termékek eldallitasa soran.
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A jovében tovabbi kutatasokra lenne sziikkség a szimuldlt emésztérendszeri
vizsgalatokra vonatkozodlag, esetleg ujabb kapszulaanyagok, vagy kombindciojuk
kedvezobb technologiai tulajdonsagainak felderitésére. Tovabba fontos Ilehet a
mikrokapszulak méretének csokkentése is, mely szem eldtt tartandd az élelmiszerek
érzékszervi tulajdonsagainak megitélésénél, azonban ronthatja a probiotikus sejtek
¢letképességét. Bar a kisebb kapszulaméret megvaldsulhatna a nioszémak esetében, a
kapszulazasi hatékonysadg meghatarozasahoz, valamint a probiotikumok kiszabadulasahoz
sziikség van a nioszomak feltarasara, és ezzel egy idoben a bezart sejtek életben maradasara,

igy ennek pontos felderitése is tovabbi lehetdségeket nyljt a téma folytatasara.
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