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1 MUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

Napjainkban jelent6s igény mutatkozik olyan élelmiszerek irant, amelyek hozzajarulhatnak az
egészséglink és az Aaltalanos jolétlink fenntartdsdhoz. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a
probiotikumokat tartalmazd élelmiszerek fogyasztasa szdmos jotékony hatast nyujthat az emberi
egészségre nézve, és ennek koszonhet6en ezen élelmiszerek a nemzetkdzi kereskedelmi forgalomban
is egyre nagyobb teret kapnak. A jelenlegi vélasztékot tekintve, elsésorban a kiilonb6z6 tejipari
termékek szolgalnak a probiotikumok szamara elsédleges és hagyomanyos hordozoként. A
laktdzérzékenysegben, a tejfehérje-allergiaban, és a hiperkoleszterinémiaban szenveddk, valamint a
vegan ¢és zsirszegény étrendet kovetok azonban a tej helyett, inkabb a ndvényi alapu termékeket
részesitik elényben. Megfelelé ndvényi alapi probiotikus termékek fejlesztése azonban szdmos
kihivéast jelent az élelmiszeripar szamara, hiszen a probiotikumok kilonféle, kedvezétlen kdrnyezeti
hatasokkal szembesulhetnek az adott élelmiszer gyartasa (pl. hékezelés), az élelmiszer tarolasa (pl.
egyes novenyi élelmiszerek savas kdzege) €s a gyomor- €s bélrendszerben az emésztés (pl. erbs
gyomorsav, epesav) soran is, mely altal drasztikusan veszithetnek életképességiikbdl és igy a jotékony
hatasuk sem tud érvényesulni. Ez pedig megkérddjelezheti az adott termékeknek az igért probiotikus
hatését is.

Ehhez a probléméahoz egy igéretes megoldast jelenthet a mikrokapszulazasi technoldgia, mellyel
a probiotikumok egy pontencidlisan véd6 polimer matrixba zarhatok vagy polimer réteggel
bevonhatdk, ezaltal pedig a probiotikumok életképessége megvédhetd a kiillonboz6 szamukra kéros
kozegektdl és igy a gyomor- és béltraktus célhelyeire torténd eljuttatasuk is hatékonyabb lehet. Az
eddigi tanulmanyok alapjan szamos kilonféle probiotikumot hordozé rendszert (vagy kapszulat) mar
kifejlesztettek és tanulmanyoztak. A f6 hatranya ezeknek a hordozo6 rendszereknek azonban, hogy
élelmiszer és kereskedelmi céli alkalmazasuk még limitélt, figyelembe véve tobbek kdzott a
kortlmeényes ipari Iéptékben valé eléallithatdsagukat, az élelmiszertermékbe vald bekeveréshez nem
optimélis nagy méretliket, vagy a nem megfeleld probiotikum-védé képességiiket az erés savas
hatasoktdl szemben. Tovabba kevés tanulmany sziletett eddig a probiotikumot hordozé kapszulaknak
novenyi élelmiszertermékben vald vizsgalatarol.
Végul, de nem utolsosorban, a kapszulak gasztrointesztinalis traktusra specifikus mukoadhézids
tulajdonsagardl sem all rendelkezésre kelld informacio, amely szintén fontos szempont lehet a
kapszulazott probiotikumok terapiés hatasanak kivaltasahoz sziikséges célhelyre torténd hatékonyabb

hordozasukhoz és elegenddé idejii felszabadulasukhoz.



Mindezekbdl kifolyolag a doktori munkam celja, a legigéretesebb kapszulazasi anyagok és
technikak megtalalasa olyan probiotikumot hordoz6 rendszerek (vagy kapszulék) kifejlesztéséhez,
amelyek hatékonyak a probiotikumok védelmében és gasztrointesztinlis traktusba torténé célzott
hordozasukban, ugyanakkor élelmiszeripari és keresekedelmi (fogyasztoi) célra is jol adaptalhatoak.
Mindezek altal pedig hozzajaruljak Gj probiotikus, nem tejalapl termékek kifejlesztéséhez. Ennek
érdekében a doktori kutatomunkam soran az alabbi részfeladatokat tiiztem ki célul:

e Kiilonb6z6 probiotikumot hordozé kapszula rendszerek eldallitasa kiilonbozé kapszuldzasi
anyagok alkalmazasaval, beleértve a prebiotikumokat, mint példaul a rezisztens keményitd, a
laktul6z és a laktoszukroz; hidrokolloidok, mint példaul az alginat, gellangumi, a xantangumi, a
k-karragén, a szentjanoskenyérmag-liszt, a karboximetil-celluldz és a kitozan. Ezek mellett a sejtet
hordozé alginat kapszuldk kitozannal, illetve DEAE Sephadex-szel torténd bevonasat is kivantam
megvalositani.

e Kiilonboz6 technikak alkalmazésa és tanulmanyozasa probiotikumok kapszuldzasahoz, beleértve
a két ismertebb technikét: az extrizios és az emulzifikécids (externalis gélképzésen alapuld)
technikat; valamint a két, probiotikum kapszuldzasa terén még 0j modszereket is: az elektro-
porlasztas és a polielektrolit rétegenkénti 6nrendez6déses adszorpciot.

e A kilénféle modon kialakitott probiotikumot hordozé kapszuldk sejtvédé és -hordozo
hatékonysaganak vizsgalata és 6sszehasonlitasa az alabbi fizikai és fizioldgiai szempontok alapjan:

o Kapszula mérete és méreteloszlasa

o Probiotikum kapszulazési hatékonyséaga

o A kapszuldzott probiotikus sejtek tolerancidja in vitro gyomor és/vagy beélrendszeri
koralmények kozott.

o A kapszulazott probiotikus sejtek toleranciaja in vitro statikus emésztési koriilmények
kozott az Infogest-féle protokol alapjan.

o A kapszulazott probiotikus sejtek hétiirése.

o A kapszulazott probiotikus sejtek hosszl tavu tarolasi stabilitdsa és metabolikus aktivitasa
kiilonb6z6 kereskedelmi forgalomban [évé novényi alapl italokban és kiilonbozo
homérsékleteken.

o Kapszulazott probiotkumok a fent emlitett stressz hatasokkal szembeni toleranciajanak
0sszehasonlitdsa a nem kapszulazott probiotikumokéval.

o A kapszulak gasztrointesztinalis nyalkahartyara specifikus mukoadhézios képessége.
e A kapszuldzas hatasanak osszehasonlitasa probiotikus Lactobacillus és Bifidobacterium torzsek
fiziologiai tulajdonsagai tekintetében.



2 ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1 ALKALMAZOTT MIKROORGANIZMUSOK

Kapszulazasi munk&dm soran Lactobacillus casei 01, Lactobacillus plantarum NCDO 1752 és
Bifidobacterium lactis Bb-12 torzset alkalmaztam, mint modell bekapszulazandd és vizsgalando
probiotikus torzsként. A Lactobacillus casei 01 és a Bifidobacterium lactis Bb-12 térzsek DVS (Direct
Vat Set) kultdra formajaban a Chr. Hansen cégtél, mig a Lactobacillus plantarum NCDO 1752 t6rzs

a readingi egyetem torzsgyljteményébol szarmazott.

2.2 ALKALMAZOTT ANYAGOK ES OLDATOK
2.2.1 Alkalmazott tapkozegek

L. casei 01 és L. plantarum NCDO 1752 trzs tenyésztéséhez és fenntartasahoz MRS (de Man
Rogosa Sharpe), mig B. lactis Bb-12 torzs esetében TPY (Trypticase Phytone Yeast extract)
tapkozeget alkalmaztam (De Man et al., 1960; Scardovi, 1981). A szilard tapkdzegek készitéséhez 15
g/L bakteoroldgiai agart (Sigma Aldrich) alkalmaztam. Minden — folyadék és szilard — tdpkozeget
felhasznalasuk el6tt 121°C-on 15 percig autoklavban sterileztem.

2.2.2 Alkalmazott anyagok a probiotikumok kapszulazasara

Probiotikumok kapszulazasahoz kiilonb6zé szénhidratokat alkalmaztam, nevezetesen
natrium-alginatot (alginsavat), gellangumit, xantangumit, k-karragenatot,
szentjanoskenyérmag-lisztet, kitozant, karboxilmetil-cellul6zt (Sigma Aldrich), rezisztens
keményit6t (National Starch Food Innovation, UK), laktul6zt (PanReac AppliChem, Germany),
laktoszukroz LS40L és LS55L -t (Ensuiko Sugar Refining Co., Japan) és DEAE Sephadex A50-et
(Pharmacia Fine Chemicals, Sweden).

2.2.3 Alkalmazott névényi élelmiszer alapu tapkozegek

A probiotikumok tarolasi stabilitds vizsgalatdhoz kereskedelemben is kaphaté cékla-
(Steinberger) és zabitalokat (enerBio) hasznaltam, mint névényi alapu tapkozegeket. Az élelmiszerek
kivalasztasanal figyelembe vettem a magas névényi alapanyag és az alacsony antimikrobialis anyag
tartalmat is. Tekintve, hogy a fent emlitett ndveényi alapu italok pasztér6zésen esnek at a
keresekedelmi forgalomba keriilésiik el6tt, igy tovabbi csiramentesitési folyamatot nem alkalmaztam

felhasznalasuk elott.



2.2.4 Egyéb alkalmazott oldatok

Az ¢él16 sejtszam meghatarozasa soran a higitasi sor készitéséhez 0,85 % (m/V) fizioldgias
sooldatot; a kapszulazott / kapszulézatlan baktériumok szuszpendalasahoz és taroldsahoz 0,1 %
(m/V) peptonvizet vagy PBS puffert alkalmaztam; a kapszuldk feloldasédhoz és ezéltal a sejtek
felszabaditasahoz 0,1 M foszfat puffert hasznaltam, amelynek pH értéke sziikségszerlien a
feloldand6 kapszula anyagatol fiiggéen pH 6,8 és 7,5 volt. Ezen oldatokat a felhasznalasuk elétt 15
perces 121°C-on tortén6 autoklavozasnak vetettem ala.

2.3 ALKALMAZOTT MODSZEREK
A probiotikumok kapszulazésat és az ehhez kapcsolodé mikrobioldgiai vizsgélatokat aszeptikus

korilmények kozott végeztem el.

2.3.1 Tenyésztési mdodszerek, korialmények

A L. casei 01 és L. plantarum NCDO 1752 felszaporitdsdhoz a MRS taplevesben vald
inkubaciot alkalmaztam 37°C-on 16-24 Ordaig. B. lactis Bb-12 felszaporitdsa esetében TPY

taplevesben torténd anaerob inkubalast alkalmaztam 37°C-on 24-72 6réig.

2.3.2  El6 sejtszam meghatarozas

E16 sejtszam meghatarozashoz (TKE/g vagy mL-ben) hagyomanyos modszereket, tizedel6
higitas koveté lemezontést (Sanders, 2012), vagy felszini cseppentést (Miles et al., 1938)
alkalmaztam. A kapszulazott sejtek él6 szamanak meghatarozasa érdekében elézetesen 0,1 M foszfat

pufferben torténé kapszulafeloldast (kb. 15 - 60 percig) és ezaltal sejtfelszabaditast alkalmaztam.

2.3.3 Alkalmazott kapszulazasi technikak

Minden kapszulazasi folyamat elott, a felszaporitott baktérium sejtkulturakat lecentrifugaltam
(10 000 fordulat/perc), 4°C-on 10 percig, ezt kovetéen a tapleves maradvanyok eltavolitasahoz a
kapott sejtpelletet kétszeresen kimostam, majd visszaszuszpendaltam 0,1 % (m/V) peptonvizben
(vagy PBS pufferben).

A probiotikumok kapszuldzasahoz ionos gélképzésen alapuld extrazids (Krasaekoopt et al.,
2004) és emulzifikacios (Sheu & Marshall, 1993), a nanokompozit film adszorpcios (Diaspro et al.,
2002) és az elektro-porlasztasos technikakat alkalmaztam. A nanokompozit rétegenkénti
onrendezodéses adszorpcios modszerrel torténd kapszulazas soran valtakozva ellentétes toltési

kitozan és karboximetil-celluléz réteget vittem fel egymas utan a sejtek felliletére. Az elektro-



porlasztason alapulé probiotikum-kapszuldzashoz a kereskedelmi forgalomban is beszerezhetd
Spraybase® berendezést hasznaltam (Avectas Ltd., irorszag).

A kapszuldk polimerrel torténd bevonaséhoz elektrosztatikus vonzéas kélcsonhatés elvét
hasznaltam fel, mely soran az alkalmazott télt6tt polimer ionosan 6nrendezddik az ellentétes toltésii
anyagbdl allé kapszula fellletére. Az anionos alginat kapszulak kationos kitozannal, illetve DEAE
Sephadex A50-nel térténd bevonasahoz szintén a Krasaekoopt és mtérsai (2004) altal leirt modszert
alkalmaztam kis modositasokkal.

2.3.4 Kapszulak fizikai vizsgalatahoz alkalmazott modszerek

A kapott kapszulak kulalaki és morfologiai vizsgalatat inverz, illetve fluoreszcens
mikroszkopon végeztem el. A kapszulak méretének és méret megoszlasasanak meghatarozasat
digitalis tolomérével vagy lézer diffraktrometrids modszerrel (Metasizer 3000 instrument,
Malvern, Egyesilt Kiralysag) végeztem el. Az allomanyméréseket Brookfield LFRA 4500
allomanyméré miiszer segitségével valositottam meg, amely soran két kilonféle mérési modszert
alkalmaztam a kapszulak rugalmassaganak és mechanikai erejének feltérképezéséhez, nevezetesen a
repedés nélkili, illetve a repedéssel jar6 mérést. A kapszuldk bioszdvet nyalkahartyara iranyulo
mukoadhézids képességét in vitro fluoreszcens detektélason alapuld retencios (atfolyatasos)
teszttel vizsgaltam, amelyhez mddositottam a korabbi tanulmanyokban ( Cook et al., 2018;
Kaldybekov et al., 2018; Porfiryeva et al., 2019) mar alkalmazott hagyomanyos eljarast. Ezen
mukoadhézids képesség vizsgalatom sordn az ex vivo sertés gyomorszovet szolgélta a vizsgalandd
nyalkahartya membrant. A kapszuldk ezen gyomor nyélkahartyan valé mukoadhézids képességét a
folyamatos lemoséssal szembeni retencios mértékének idobeli alakulasa szerint hataroztam meg,
amelynek érdekében a fluoreszcens jel6lésiik intenzitasanak rendszeres id6k6zonkénti mikroszkopos
nyomonkovetését és képrogzitését végeztem el. Az altalam elvégzett retencids teszt esetében a
retenciés aradnyt a hagyomanyosan alkalmazott fluoreszcens mikroszkop helyett videGkameras
hordozhaté mikroszkdp segitségével (1080P 1000X Zoom HD 8LED Digital USB Microscope
Magnifier Endoscope Video Camera) monitoroztam. Ebben az esetben is a Wizwon UV zseblampat
alkalmaztam a fluoreszcensen jel6lt kapszulak detektalasara. A kapszuldk lemosasanak megfigyelése
és rogzitése AmCap (ver. 9.0) kép és video rogzité szoftver segitségevel tortént. A mukoadhézids
képesség vizsgalatot egy sajat felépitésii kisérleti rendszerrel valositottam meg 37°C-on és besotétitett

inkubatoron belll. Ezen kisérletet haromszor ismételtem meg.



2.3.5 Kapszulazott sejtek fizioldgiai tulajdonsaganak meghatarozasahoz alkalmazott

moddszerek

A kapszulédzasi hatékonysagokat az alabbi képlettel hataroztam meg (Haghshenas et al., 2015):

logio(N)

——-100
log;0(No)

Kapszulazasi hatékonysag (%) =

, ahol N a sikeresen bekapszulazott ¢16 sejtek szamat, mig No az 6sszes kezdeti (kapszulazando) ¢é16
sejtek szamat jeloli.

A szimulalt gyomor- és vekonybél kézeggel szembeni tolerancia vizsgalatokat Krasaekoopt et al.
(2004) mabdszere szerint végeztem el, kis médositasokkal.

A szimulalt emésztési kisérlet az Infogest nemzetkozi konszenzus altal kidolgozott statikus in vitro
emésztési protokolja (Minekus et al., 2014) alapjan tortént, amely harmonizélja mas tanulmanyokban
alkalmazott in vitro emésztési protokolokat és egyben valdsaghiibben szimulélja a human emésztési
nedvekre jellemzd Osszetettebb enzim és elektrolit tartalmat.

A hétlrési vizsgalatokat 60°C es 85°C-os vizfiirdoben torténé hiékezeléssel, a tarolasi stabilitas
vizsgélatokat a zab- és céklaitalok 4°C és 20°C-on 5 honapon keresztul torténé tarolasaval

vald@sitottam meg.

2.3.6 Kapszulak fluoreszcens jeldlése

A kapszulak fluoreszcens mikroszképpal torténd vizsgalatahoz 0,1 % (m/V) natrium
fluoreszceinnel kevertem a vizsgaland6 kapszula anyagokat, valamint a mukoadhézios
tanulmanyozasuk esetében 0,1 % (m/V) fluoreszcein izotiocianat (FITC)-dextrannal kevert
alginat, illetve rezisztens keményit6-alginat alapu oldatot alkalmaztam. Kitozant, mint polimert FITC
festékkel jeldltem egy korabbi tanulményban leirt moédszer szerint (Cook et al., 2011). A
mukoadhezids tanulméany soran vizsgalt fluoreszcensen jel6lt kitozan alapd kapszulakat 0,1 % (m/V)
FITC-tal festett kitozan oldatbol allitottam eld.



3 EREDMENYEK

A probiotikumok kapszulazasaval kapcsolatos kutatasaim soran négyféle technikat és szd&mos
anyagot alkalmaztam és vizsgaltam meg. Az el6allitott kapszulak probiotikum-hordozo rendszerként
val6 alkalmazhatosagat szamos fizikai ¢s fiziologiai jellemz6jiik szerint értékeltem, melyek fontos
tényez6k a probiotikumot hordozo6 kapszulak élelmiszerbe torténé alkalmazasahoz, a probiotikumok
minél nagyobb ¢él6 sejtszamban torténé fogyasztdsdhoz (legaldbb 6-7 log TKE/g vagy mL él16
sejtszamban a probiotikus hatés kivaltasdhoz (Yao et al., 2020)), és a probiotikumok hatékonyabb
gasztrointesztinalis traktusba iranyulé hordozéasahoz a kilonféle kedvezétlen kornyezeti hatasokkal
valé szembesulésuk soran. Ennek megfeleléen, a kapott probiotikumot hordozo kapszuldkat
jellemeztem morfolGgia, méret, méretmegoszlas, allomany és mukoadheziv tulajdonséagai szerint is.
Ezeken kiviil, a kapszulak €16 probiotikum-kapszulézasi hatékonysagat is meghataroztam, valamint
kilonféle tolerancia vizsgalatokat is elvégeztem szimulalt gyomor- és vékonybél folyadékban, illetve
magas homésérsékleten torténd kezeléssel is. Végezetul, probiotikumok tarolasi stabilitasat is

tanulmanyoztam élelmiszertermékekben.

3.1 EXTRUZIOS TECHNIKAVAL KEPZETT PROBIOTIKUMOT HORDOZO
KAPSZULAK VIZSGALATA

A probiotikum-kapszulazasi kutatasaim sorén extruzios technikaval gélbezartam a L. casei 01
torzset 9 kiilonb6z6 anyaggal Kialakitott gelkapszulakba, nevezetesen kalcium-alginatba [2 % (m/V)],
prebiotikummal — rezisztens keményitovel, laktulozzal, laktoszukréz LS40L és LS55L-lel — kevert
alginat kapszulakba [2 -2 % (m/V)], illetve nem alginat alapt gélkapszuldkba, mint a gellan-xantan
gumi [0,75 % -1 % (m/V)] és a k-karragenat — szentjanoskenyérmag-liszt [2 % - 1 % (m/V)] alapu
gélkapszulakba is. Ezek mellett még tovabbi alginat alapt kapszulakat is eléallitottam kitozannal,

illetve a DEAE Sephadex-szel valé bevonassal is.

Az eredményeim azt mutattak, hogy az elallitott kapszulak fizikai (méret, alak, alloméany),
illetve probiotikum-kapszuldzasi és -védo képessége nagyban fliggott az alkalmazott kapszuldzé
anyagok tipusatdl. Emellett kimutattam azt is, hogy a probiotikumokat hordozo rendszerként torténd
alkalmazashoz a prebiotikumokkal kevert alginat kapszulak, kiilonosen a rezisztens keményit6vel
kevert alginat kapszulak rendelkeztek optimalis tulajdonsagokkal, ugyanis ezen alapl kapszulak
gélszerkezetét mértem a legkeményebbnek, illetve ezekkel értem el a legmagasabb kapszulazasi
hozamot (77 % - 79 % kdzott), valamint a leghatékonyabb probiotikum-védelmet az in vitro gyomor
(pH 2, pepszin hatassal vagy anélkul is) és epesavas kozegével szemben. Ezenfeliil, a rezisztens
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keményité-alginat alapu kapszulak esetében rendkiviil nagy mértékli probiotikum-védelmet
tapasztaltam a 0sszetettebb Infogest standardizalt emésztési modell rendszeren (Minekus et al, 2014).
Ebben az esetben csupan 1 log TKE/g nagysagrenddel csokkent a L. casei 01 ¢16 sejtkoncentracioja
az egymast kovetd szimulalt szajiregi (2 perc,amilaz hatassal), gyomor (120 perc,pH=3, pepszin
hatassal) és vékonybel (120 perc,epeséd és pankreatin hatassal) kézegben torténd kezelés végére. A
kevert rezisztens keményité-alginat alapu kapszuldknal azt is megfigyeltem, hogy ezen tipusu
kapszulazas jelent6sen novelte a L. casei 01 hossz( tavl életképességét savanyitott (fermentalt)
ndvényi alapu ital termékekben, mint a zab- és céklaitalban, olyan mértékben, hogy hiitétarolas nélkiil
is meg tudta 6rizni a terapias hatas érvényesiiléséhez javasolt minimalis €16 sejtszamot 3-4 honapon
keresztiil is (Yao et al., 2020). Fontos lehet megemliteni azonban, hogy probiotikum-kapszulazas ezen
pozitiv hatdsat csak akkor tapasztaltam, ha a tarolast legaldbb 3 hdnapnal tovabb végeztem, mivel az
els6 2 honapos tarolas soran a kapszulazatlan sejtek életképessége is viszonylag magasan megmaradt.
A kiilonb6z6 tarolasi hdmérséklet hatasa a baktériumok eltarthatosagara a novényi alapu termék
tipusatol figgéen valtozott, ugyanis zabitalban térolva csak 20°C alatt javult a baktériumok
életképessége kapszulazéssal a nem kapszulazott sejtekéhez képest, mikozben a céklalé, esetében
nemcsak 20°C-on, hanem 4°C-on tarolva is megfigyelhet6 volt jelentds életképesség javulas a
kapszuldzasnak koszonhetéen. Szimulalt emésztés és élelmiszer-matrixban torténd tarolas utan,
hbkezelés hatasat is megvizsgaltam a L. casei 01 életképességére, melynek eredményeként azt
kaptam, hogy a 60°C-os hékezelés ellen a rezisztens keményité-alginat alapl kapszuldzas mar nem

biztositott kiemelkedd védelmet a probiotikumok szamara. , nem beszelve a 85°C-os hokezelés ellen.

A L. casei 01 utan, az extr(zios technikan alapulé kapszulazast sikeresen elvégeztem egy masik
probiotikum, a Bifidobacterium lactis Bb-12 térzzsel is. Ebben az esetben azt tapasztaltam, hogy az
utobbi baktérium szamara tobbnyire magasabb szintii életképesség-védelmet nydjtott ugyanezen
kapszulazds azonos in vitro gyomor-bélrendszeri és kiilonosen a magas hOémérsékleti (60°C)

stresszhatasok ellen.

3.2 EMULZIFIKACIOS TECHNIKAVAL KEPZETT PROBIOTIKUMOT
HORDOZO KAPSZULAK VIZSGALATA

Figyelembe véve azt, hogy az extriziés maddszerrel nem kivant nagy méretii (~ 2 — 5 mm)
kapszulakat kaptam az élelmiszerbe torténd bekeveréshez, a probiotikum kapszulazésat tovabb
tanulmanyoztam emulzifikacios / externalis gélképzésen alapulé technikaval is. Ennek

eredmenyeként, az extrizios kapszulazéssal ellentétben, sokkal kisebb méretti kapszulakat (0,8 — 10
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mm tartomanyban) képeztem, melyek ideélisabbak az élelmiszerekbe valo bekeveréshez. Azonban
fény dertiilt arra is, hogy az ezzel a technikaval torténé — szintén a rezisztens keményitd - alginat alapu
— kapszuléazassal a probiotikumok tolerancia mértéke gyengébb az erés savas és magas hémérsékletii
kdzegekkel szemben, mint ha az extruzids technikaval kapszulaztam volna be ezeket. A savas pH
kozegli novényi élelmiszerekben valo hosszutavi tarolasi stabilitas tekintetében ugyanakkor nem volt
jelentdsége az eltérd technikaval torténd probiotikum-kapszulazédsnak.

Ezt kovetéen B. lactis Bb-12 torzs kapszulazasara is alkalmaztam és megvizsgéltam az
emulzifikacion / externalis gélképzésen alapuld technikat, melynek soran szintén azt tapasztaltam,
hogy a bifidobaktériumok szadmdara nagyobb mértékii védelmet nytjtott a kapszuldzas a kiilonb6zo

kornyezeti stresszhatasokkal szemben, mint a laktobacillusz esetében.

3.3 ELEKTRO-PORLASZTASSAL KEPZETT PROBIOTIKUMOT HORDOZO
KAPSZULAK VIZSGALATA

A szilard részecskék szemcseméretben vald tomeggyartasanak lehetéségét Kihasznélva,
tovabbiakban az elektro-porlasztasi technikat alkalmaztam és tanulmanyoztam a L. plantarum NCDO
1752 kapszulézasa tekintetében. Ennek eredményekeént a sejteket tartalmazo rezisztens keményito-
alginat oldat elektro-porlasztasaval sikeresen allitottam el6 egyenletes, 30-600 pum szemcse méretii és
szabalyosabb gémb alaku gélkapszuldkat, mint az extr(zios és emulzifikéacios technikaval. Emellett
ezzel a technikaval hasonloképpen nagy hozammal kapszulaztam be a probiotikus sejteket, mely
hatékony védelmet biztositott az erés szimulalt gyomorsavas kozeggel szemben. Tovabba azt is
megallapitottam, hogy a nemionos természetii keményitvel valo keverés, bar nagy mértékii védelmet
biztositott a probiotikum szamara, gyengitette, - bar nem sokkal - az alginat alapl kapszulak
mukoadhézids képességét a gyomor nyalkahartyajan, amely fontos szempont lehet a hordozott
probiotikum gasztrointesztinalis traktuson belili kelld idejii tartozkodasahoz és ezéltal a
probiotikumok megfelelé idejii kapszulabol valé felszabadulasahoz. Ezt a mukoadhézios képességet
azonban a kitozannal valoé bevonassal sikeriilt jelentdsen megndvelnem, tekintve, hogy a kationos
természetli kitozan potencidlisan erds ionos kdlcsonhatasba 1éphetett a nyalkahartyan 1évé anionos

mucin komponensekkel.



3.4 POLIELEKTROLIT ALAPU NANOKOMPOZIT FILM RETEGENKENTI
ONRENDEZODESES ADSZORPCIOVAL BEKAPSZULAZOTT SEJTEK
VIZSGALATA

A kapszuldzasi tanulmanyom soran elvégeztem a L. casei 01 kapszuldzasat polielektrolit alapt
nanokompozit film rétegenkénti 6nrendezédéses adszorpcidjaval is (layer-by-layer self-assembly).
Ehhez a kapszulazasi eljarashoz két ellentétes toltésti, pontosabban karboximetil-celluldéz (-) és
kitozan (+) polielektrolitot hasznaltam, melynek Iévén az adszorpcios Iépések elektrosztatikus modon
valosultak meg. Ez a kapszuldazasi modszer abban kiilonb6zott az el6z6 harom technikatol, hogy a
probiotikumokat sejtenként vontam be az adott kapszulaz6 anyagokkal és nem tobb sejtet kebeleztem
be egyszerre egy adott polimer (gél) matrixba. Munkdm soran Osszesen 6 polielektrolit réteget
(karboximetil-celluléz/kitozan) sikertlt felvinnem a baktériumok feltletére, melynek kapcsan
megfigyeltem, hogy minden egyes rétegfelvitel utan a baktériumok fiziologiai aktivitasa fokozatosan
csokkent. Magat a véd6hatast illetéen megallapitottam, hogy 2 rétegli karboximetil-cellul6z/kitozan
nanofilmmel bevonva szamottevéen javult a L. casei 01 ¢letképessége erds gyomor- (pH=2,
pepszinnel) és epesavas korulmények kozétt, ugyanakkor alulmaradt az extruzids technikaval és az

elektro-porlasztéssal készitett rezisztens keményité-alginat kapszuldkkal szemben.
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4 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kutatasi munkam soran kiilonb6z6 kapszuldzd anyagokat es kapszuldzési technikékat
vizsgaltam meg, olyan (mikro)kapszuldk kifejlesztése céljabdl, amelyek képesek hatékonyan
megvédeni a probiotikumokat a kilonféle kdrnyezeti stressz hatasoktdl és alkalmasak elegend6 ¢é16
sejtszdmban eljuttatni a gasztrointesztinalis traktus célhelyig. Ebbdl kifolydlag az eldallitott
kapszuldkat megvizsgaltam kiillonbozo fizikai és fizioldgiai szempontok szerint.

Osszességében véve az eredményeim alapjan megallapitottam, hogy az elektro-porlasztasi
technikaval, illetve a kulonféle vizsgalt anyagok kozul a prebiotikumokkal, kiléndsen a rezisztens
keményitével torténd kapszulazas biztosithatja a legideélisabb sejthordozé rendszerek (kapszulak)
kifejlesztését. E kapszulaba zarva a probiotikumok életképessége megvédheté és fenntarthatd a
terapias hatés kivaltasdhoz javasolt minimalis 6 log TKE/g vagy mL szint felett is (Yao et al., 2020),
valamint alkalmas lehet akar novényi alapu termékekben kereskedelmi célu felhasznélasra is.
Mindezek altal ez az eredmény eldsegitheti akar az Uj probiotikus, killéndsen ndvenyi alapu termékek
fejlesztését is. Fontos megemliteni még, hogy az elektro-porlasztasi technikaval torténé kapszulazas
lehetdséget ad a probiotikumok ipari mértékii mikrokapszulazasara is, és tekintve, hogy nem igényel
nagy hét, igy a szintén erre a célra gyakrabban alkalmazott, hasonlo elvii porlasztva szaritasi
technikdhoz képest is koltséghatékonyabb kapszulazast biztosit. Viszont a probiotikumok
hatékonyabb célhelyre torténd hordozasuk ¢és felszabadulasuk érdekében érdemes tovabbi
tanulmanyozast és fejlesztést megvalositani a keményit6-alginat alapl kapszuldk mukoadheziv
képessége tekintetében. Ehhez pedig egy lehetséges megoldasként javasolhatd a keményit6-alginat
kapszulak erds mukoadheziv képességgel rendelkez6 kitozannal valo bevonasa.

Emellett érdemes lehet tovabbi vizsgalatokat is elvégezni a probiotikumok hétiirésének novelése
érdekében pl. a hordozé élelmiszer pasztérozése alatt, amennyiben ezt az alkalmazott
élelmiszergyartasi technoldgiai és/vagy probiotikus térzs megkoveteli.

Végezetul javasolt a kovetkezé szempontok és teriiletek tekintetében is tovabbi kutatisokat
Kivitelezni: (1) a probiotikumok keményité-alginat mikrokapszulakbol torténé gyomor-bél traktus
célhelyeire vald felszabadulasanak tanulmanyozasa, hiszen a felszabadult probiotikumok szdma
jelentdsen kisebb lehet, mint az elfogyasztott mennyiséguk; (2) a mikrokapszulak sejtvéd6 hatasanak
tovabbi vizsgalata in vivo vagy legalabb egy dinamikus in vitro gyomor-bél modell rendszerrel (pl.,
SHIME, TNO), figyelembe véve azt, hogy a human emésztés fizioldgiaja rendkiviil dsszetett, és nagy
mértekben eltérhet az egyéntdl és szamos tényezo6tdl fliggden is, mint pl. az étkezés oOta eltelt id6 és

az adott egyén eletkora (Cook et al., 2012); (3) a laktoszukréz LS55L és a laktuldz, vagy akar mas
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tipusu prebiotikumok hatasanak tovabbi vizsgalata a mikrokapszulak fizikai jellemzoire és sejtvédo

képességére.
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5 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1)

2)

3)

4)

Bizonyitottam, hogy 2% (tomeg/térfogat) rezisztens keményité hozzaadasa alginat alapu
gélmatrixhoz jelentésen megnovelte az eldallitott mikrokapszuldk fizikai stabilitasat
(keménységét és ruganyossagat) az alginat gél alaptakkal szemben. Ezaltal, Iényegesen javult a
probiotikumot védé kapszulak védohatasa statikus, szekvencidlis gyomor ¢és vékonybél
(doudénum) fézist szimulald folyadékban torténé emésztéssel szemben, valamint kielégité
vedelmet biztositott az élelmiszerek tdpcsatorna felsé szakaszat szimuldld statikus in vitro
emeésztési modellben (Infogest) is. Bizonyitottam, hogy a rezisztens keményit6-alginat gel alapu
kapszulak a probiotikumok életképességét az ajanlott minimalis szint felett tudjak tartani (6 log
TKE/ml), mely alkalmas a terdpias hatés kivaltasahoz.

Megallapitottam, hogy a mikrokapszuldzasi technika, kuléndsen rezisztens keményitGtartalmu
kapszulak esetén, hatékonyan képes fenntartani a probiotikumok hosszUtava tarolasi
életképességét az ajanlott, minimum 6 log TKE/ml szinten, még 3 honapos, 20°C-on torténd
tarolds utan is zab- vagy céklaitalok esetén. Ez a fejlesztési eredmény hozzajarulhat a
szobahémérsékleten, hosszi ideig eltarthatd, ndveényi alapl probiotikus termékek
profilbdvitéséhez.

A kapszulazasi technikdk 0sszehasonlité vizsgalataval bizonyitottam, hogy élelmiszeripari és
kereskedelmi (fogyaszt6i) célu alkalmazéds szempontjabdl az elektro-porlasztasos technika a
legigéretesebb madja a probiotikumok mikrokapszulazasanak, mivel nem csak magas hozamu
probiotikum-kapszulazast (~ 87 %) és nagy mértékii probiotikum-védelmet ( a szimulélt gyomor
folyadék kdzegével szemben csupan 3,68 log TKE/ mL életképesség-vesztesseget) nyujtd
kapszuldkat eredményez, hanem lehetové teszi a kapszulak aprobb, mikron méretii (30 — 600 pm)
részecske formakban torténd elallitasat is. Az ilyen mérettartomanyt mikrokapszuldk
bekeverése kedvezObb lehet élelmiszeripari termékekbe, szemben az extrizidés technikaval
képzettekkel, tovabbd megalapozhatja a mikrokapszulak koltséghatékonyabb témeges ipari
termelését is, a nagy héigényii porlasztva szaritasos eljarasokkal szemben.

Kiilonb6z6 nemzetségbe tartozd probiotikus baktériumok mikrokapszuldzasi eljarasait
(extrazids, emulzios) dsszehasonlitva megallapitottam, hogy ugyanazon kapszuldzasi technika
Bifidobacterium lactis Bb-12 probiotikus baktérium tdrzs esetében magasabb szintii
életképesség-védelmet biztosit az in vitro gyomor-bél rendszeri kozeg erés gyomor- €s epesav

hatasai és killondsen a magas homérsékleti (60°C) stresszhatasok ellen, mint a Lactobacillus casei
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5)

6)

01 probiotikus baktérium torzs esetében. A fentiek alapjan bizonyitottam, hogy a kapszulazas
hatékonysaga nemzetség-specifikus szinten valtozhat.

Mukoadhezids elemzéshez fluoreszcens kepalkotd retencids tesztet adaptaltam, melynek
hatékony alternativajaként hasznalhat6 mérési rendszert épitettem és teszteltem. A mddositott
rendszerben a retencios aranyt videdkameras hordozhaté mikroszkop segitségével (1080P 1000X
Zoom HD 8LED Digital USB Microscope Magnifier Endoscope Video Camera) monitoroztam,
mely szdmos technikai és gazdasagi elény jelenthet a hagyomanyos fluoreszkald mikroszképos
megkdzelitéshez képest (pl. a vizsgalt formulaciok valds idejti képalkotasi és megfigyelési
képesség lehetéségét mikroméretii felbontasban, a szimulalt lemoséasi folyamatrél videofelvételi
képességet, valamint felhasznaldbaratabb és megfizethetobb kisérlet elvégzését).

Kiilonboz6 alginat alapu gélkapszuldk ex vivo sertés gyomor nyalkahartydn torténd retencios
aranyanak elemzésével megallapitottam, hogy a rezisztens keményitvel valo keverés alig (kb.
5,8 %-o0s retencios arannyal) gyengitette az alginat kapszulak mukoadheziv tulajdonsagat. Ebben
az esetben korulbelul 60 %-os retenciés ardnyt értem el, ami az ex vivo sertés gyomor

nyalkahartya 50 perces szimulalt gyomorfolyadékos mosasa utan is megfigyelhetd volt.
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