X\

v
s
bo\
SZAKDO AT
160
O&'
O
G‘b‘
A3

%‘b'

Salyi Gabor

2023



Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Elelmiszertudomanyi és Technologiai Intézet

Biomérnok és Erjedésipari Technolégia Tanszék

M/ATIE g\»‘*

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Lactiplantibacillus plant@/l) 299v kapszulazasa és
életképességé@vizsgélata almalében

O
@‘b‘

SN
%‘D*

Budapest

2023



Magyar Agrar- és Elettudom anyi Egyetem
Elelmiszertudomdnyi és Technoligiai Intézer

Szak neve: BSe Biomérniki
Modul neve: Alkalmazott biotechnologia
Modul szerinti tanszék: Biomémdk és Erjedésipari Technoldgia Tanszék

Szakdolgozat készités helve: Biomémdk és Erjedésipart Technologia Tanszék
Hallgato: Salvi Gabor

A szakdolgozat cime: Lactiplantibacillus plantarum 299v kapszulizasa és
élethépességének vizsgalata almalében

Konzulens: Dr. Bujna Erika. egyetemi docens
Sun Weizhe, PhD hallgaté

Beadas datuma: 2023, majus 3.

//?:) By N Ul S

szakdolgozat készités helyének vezetdje konzulensek
Dr. Nguyen Duc Quang Dr. Bujna Erika, Sun Weizhe

o

modul sderin lanszek vezetbje
Dr. Nguyen Duc Quang




Tartalom

1.

2.

3.

4.

Bevezetés 1
Munka Célja 3
Irodalmi Attekintés 4
3.1. Funkcionalis élelmiszerek 4
3.1.1.  Probiotikumok % 5
3.1.1.1. Lactiplantibacillus plantarum 299v '(bi 5
3.1.1.2. Probiotikus élelmiszerek 7
3.1.2.  Prebiotikumok 8
3.2. Kapszulazas 9
3.2.1.  Mikrokapszulazas Q 10
3.2.2.  Mikrokapszulazasi technikak b 11
3.2.2.1. Porlasztva szaritas { 11
3.2.2.2. Liofilizalas 12
3.2.3. Kapszuldzo anyagok (/E 13
3.2.3.1. Tejsavéfehérje 13
3.2.3.2. Maltodextrin 14
3.2.3.3. Inulin 15
3.2.3.4. Alginat 16
3.2.3.5. Rezisztens I‘am 16
Anyagok és Modsze, 18
Anyagok 18
4.1.1. Alk mikroorganizmus 18
Ya nalt oldatok, pufferek, tapkozeg 18

4, 1 vono anyagok 19
Felhasznalt eszkdzok 19

4.2, Mdédszerek 20
4.2.1. Torzsfenntartas 20
4.2.2. Sejttomeg el6allitas kapszulazasra 20
4.2.3. Kapszulazas 20
4.2.4.  Liofilizalas 22
4.2.5. Sejtszam meghatarozasa 22
4.2.6. Pdsztazé elektronmikroszkopia 22
4.2.7. Mikrokapszuldzott probiotikumokkal dusitott almalé taroldsa 4 °C-on 22




5.

6.

7.

4.2.8. Kapszuldk jellemzGinek meghatarozasa 23

4.2.8.1. Hozam meghatarozasa 23
4.2.8.2. Slrliség meghatdrozasa 23
Kisérleti eredmények és értékelésiik 24
5.1. A kapszuldk készitése és jellemzése 24
5.1.1. Hozam és slir(iség meghatarozasa 24
5.1.2. A kapszulak morfoldgiaja 26

5.2. Lp. plantarum299v életképességének vizsgalata almalében 4°C-on t6rténd t?&&

soran 29

5.3. Mikrokapszulazott Lactiplantibacillus plantarum 299v fermenta’cié'@alében __ 32

Osszefoglalds 36

Irodalmi hivatkozas 38




1. BEVEZETES

A probiotikumokat tartalmazé kereskedelmi termékek dontd tobbsége a tejtermékekhez,
példaul a joghurthoz, a fagylalthoz és a sajthoz sorolhatok. A nem-tej alapt probiotikus
termékek Uj alternativat jelentenek azon fogyasztok szamara, akik nem szeretik vagy nem
fogyaszthatjak a tejtermékeket, beleértve a laktdézérzékenyeket, a tejfehérjékre érzékeny,
hiperkoleszterinémiaval kiiszk6d6 vagy szigoruan vegetarianus embereket. Napjainkban a
fogyasztok egyre inkabb érdeklddnek az ugynevezett "funkcionalis elelmlszerek n&
funkcionalis élelmiszerek, a hagyomanyos 0sszetevokon kiviil, - mint vitam, @f‘) vanyi
telitetlen

anyagok és mikrotapanyagok -, tobbek kozt probiotikumokat, prebiotik
zsirsavakat, valamint fitonutrienseket tartalmazhatnak.
A\

A probiotikumok védelmet nyujthatnak a gyomor-bélrend er enességek ellen az

egészséges bélmikrobidta fenntartasa érdekében, beleértve a @ ertOzéseket és gyulladasos

szindromakat, enyhitik a székrekedést, megelézik ggyuti fertdzéseket, valamint

immunstimuldlo hatéast fejtenek ki. A FAO/W tarozésa szerint a probiotikumok

"olyan ¢l6 mikroorganizmusok, ame % gfeleld mennyiségben fogyasztva
d

egészségligyi elonyoket biztositanak a gazda ezet szamara".

A gylimoéleslevek kiilonosen érté problotlkumok hordozojaként az egészségre

gyakorolt hatdsuk miatt. cslevek savas pH-ja kovetkeztében azonban a

probiotikumok ¢életképessége megorzése problémat jelent. A gyiimoélcslevekben 1€vo
savak ugyanis karositjak a‘@itoplazmat, gatoljak az enzimes reakciodkat, valamint novelik a
baktérium intracellulariS pH-janak fenntartdsahoz sziikséges energiafelhasznalast. A
probiotikumok “ilyel koriilmények kozott gyorsan elpusztulnak. Ennek kovetkeztében
csokkeq a % funkcionalitasa, mivel az életképes baktériumok szama a probiotikus

hatast k elegendo sejtszam ald csokken (<7 logl0 TKE/ml). A gyiimélcslében 1évo
probiotikum életképességét befolyasolja a torzs, a kultira készitésének modja, a beoltott

sejtek allapota, a tarolasi hémérséklet, az oxigénszint és a rostok jelenléte.

A probiotikus baktériumok savas kornyezetben valé talélésének novelésére, tobb modszerrel
is probalkoztak. Vitaminok vagy nagy antioxidans tartalmt ndovényi kivonatok hozzaadésa
némi védelmet mutatott a Lacticaseibacillus rhamnosus HNOO1, a Bifidobacterium lactis
HNOO1 ¢és a Lacticaseibacillus paracasei LPC 37 szaméra gylimolcslében. Zabrost

hozzaadéasa a gylimdlcsléhez szintén javitotta a Bifidobacterium breve 99 ¢életképességét



tarolas soran. Tovabba a fehérje és az élelmi rostok javitottdk a Bifidobacterium longum

tulélését savas modelloldatokban és gylimolcslevekben a tarolas soran.

Mindezek alapjan célul tiiztem ki a Lactiplantibacillus plantarum 299v mikrokapszulazasat

¢s a kapszulazott probiotikum életképességének vizsgalatat almalében.



2. MUNKA CELJA

A mikrobidta baktérium Osszetételének valtozasat elsdsorban a taplalkozasi szokasok, az
antibiotikum-adagolds, a fertéz6 agensek, a gyulladdsos betegségek ¢és a rakellenes kezelés
mellékhatasai okozhatjak. A mikrobidlis egyensuly fenntartasa kifejezetten fontos, mivel
ezek a valtozasok nagy mértékben befolyasolhatjdk a kezelések hatékonysagat, valamint
eredményét. Manapsag szdmos probiotikumot ismeriink, amelyek €16 mikroorganizmusok
mono- vagy kevert kultardi, és amelyek allati vagy emberi szervezetben al Z&va
jotékonyan hatnak a gazdaszervezetre az Oshonos mikrobidta tulajdonsagaifiak Javitasa

révén. A rendelkezésre 4allo torzsek koziil a Lactiplantibacillus a um 299v
fogyasztasanak pozitiv hatdsa van a bél mikrobiotara, emiat fo%zerepe van a
funkcionalis élelmiszerek korében probiotikumként. \«

Mikrokapszulazasi technikékkal szélsdséges koriilmények is novelni tudjék a

probiotikumok tulélését. A mikrokapszuldzott probi készitmény kényelmesebb

adagolast tesz lehetdvé a felhasznalas soran. A fagya aritott probiotikus készitmények

eldallitasa sordn kiilonb6zé hordozoanyagokat 1dratokat, fehérjéket — alkalmaznak,
melyek megvédik a probiotikumot a gyom raktus kozege altal okozott stresszétol.

A kereskedelemben kaphatd gyiimolcslgvek foként két probiotikus tejsavbaktérium torzset
tartalmaznak, ezek a Lp. plantar %V ¢s a Lacticaseibacillus rhamnosus GG. A
gyiimolcslevek tartalmazhz‘tn@an Osszetevoket, amelyek eldsegitik a probiotikumok

¢letképességét a tarolagsor onban Osszetételiikkbdl kifolydlag nem mindig alkalmasak
probiotikus alkalma@_bbél kifoly6lag kutatomunkdm soran a Lactiplantibacillus

plantarum 299v rgokapszulézését ¢s ¢letképességének vizsgalatat terveztem, melyhez az
ato

az alabbi €s k megvalositasat tliztem ki célul:
{ < 0NKiilonbozo dsszetételii mikrokapszulak 1étrehozasa
% * Maltodextrint fizikailag modositott rezisztens keményitdvel
kombindlva

= Tejsavofehérjét denaturalt tejsavofehérjével kombinalva
* Maltodextrint tejsavofehérével kombinalva 1:1 ardnyban
o A mikrokapszulak jellemzése
o A mikrokapszuldzott probiotikum ¢életképességének vizsgalata savas pH-ju

almalében tarolas soran



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Funkcionalis élelmiszerek

A funkciondlis ¢élelmiszerek tudomanya az étrendnek és az egészségnek a talalkozasa. Az

¢lelmiszerek €s a betegségek kozotti Osszefliggés széles korben elismert, mint a megel6z6

taplalkozas alapja. &

A funkciondlis élelmiszerek kifejlesztésére iranyuld meggy6zodés eldszor Japd %kult
ki az 1980-as években, amikor szembesiiltek az egészségiigyi ellatas néveg ségeivel.
0

Az Egészségligyi €s Joléti Minisztérium szabalyozasi rendszert indi tt bizonyos,

ra. Ennek a {6
célja, az orszag oregedd lakossaganak egészségiigyi helyzetEetésa volt. 1984-ben az

Oktatéasi, Tudomanyos ¢és Kulturalis Minisztérium Japanba

dokumentalt egészségiigyi elonydkkel rendelkezd élelmiszerek jov

zeti projektet inditott az
¢lelmiszerek és az orvostudomanyok kozotti kapesol sara. A Nature magazin 1993-
as a ,,Japan feltarja az ¢lelmiszer €s az orvos‘uyt? hatarat” cimi cikkében lathattuk

eldszor a "funkcionalis élelmiszer" kifejezé imbanks és O’Brien, 1993).

Ma Japan az egyetlen olyan orszag, amely a funkcionalis élelmiszereket kiilon kategoriaként
ismeri el. A funkcionalis élelmiscuk mara a vildg egyik legfejlettibbjévé valt. A
meghatarozott egészségﬁgxi ce lmiszerek (FOSHU néven ismert élelmiszerek) olyan
funkcionalis 0sszetevokbo k, amelyek hatdssal vannak a szervezet mikddésére, és
amelyeket meghatév@egészségﬁgyi allapotok fenntartdsara vagy szabalyozéasara

hasznalnak (Sw.i anks ¢és O’Brien, 1993). A legfrissebb adatok szerint 2020 végéig

4

Japanban X 1 elelmiszer kapta meg a FOSHU-statuszt (Internet 1).
]

Ez ag el koncepcid kozvetlen hatassal volt a funkcionalis élelmiszerek fejlesztésére.
A clonalis ¢lelmiszerek fogalmat mara kiterjesztették az olyan élelmiszer-6sszetevokre,
amelyek csokkentik a kronikus betegségek kockazatat. Napjainkban a taplalkozastudomany
uj hataran allunk, ahol megfigyelhetd az atmenet a "megfeleld" taplalkozasrol az "optimalis"
taplalkozasra. A funkciondlis élelmiszereknek tehat kulcsszerepiik van a taplalkozassal

Osszefiiggd kronikus betegségek csokkentésében (Swinbanks és O’Brien, 1993).

crer

Osszetevoket tartalmazd élelmiszerek. A probiotikumok meghatdrozas szerint olyan "él6



mikroorganizmusok, amelyek megfelelé mennyiségben fogyasztva egészségiigyi elonyoket
biztositanak a gazdaszervezet szamdra". A tejsavbaktériumok és a bifidobaktériumok a
probiotikumok teriiletén leginkabb vizsgalt és széles korben alkalmazott baktériumok és
emellett a bélmikrobidta normalis 6sszetevoi. A hasznos mikroorganizmusok szamos térzsét

hasznaljak az élelmiszerekben, ezaltal azok probiotikus jellegliek.

A prebiotikumok olyan nem emészthetd €lelmiszer-0sszetevok, mint a keményitok, élelmi

rostok, egyéb nem felszivodd cukrok, cukoralkoholok és oligoszacharidok, amelyek a

vastagbélben 1évé egy vagy korlatozott szdmu baktérium novekedéséne K@

aktivitdsanak serkentésével jotékonyan hatnak a gazdaszervezetre, ezél@’{)j{&

gazdaszervezet egészségét (Gibson ¢és Roberfroid, 1995). A pro m

prebiotikummal dusitott ¢élelmiszerek fogyasztasa, - pl. probiotikxjr k, prebiotikus
e

y

tva a

mal és

kenyér - egészségiigyi elonyokkel jarnak, és a funkcionalis ¢€le 0z¢ sorolhatok

(Kaur és Das, 2011). bb
3.1.1. Probiotikumok (b&

A probiotikum kifejezés technikai meghata ZQ;) FAO/WHO szerint (Internet 2) "¢l

mikroorganizmusok, amelyek megfelelé men gben torténd fogyasztasukkor az altalanos

taplalkozason talmutatd egészségi elonyokkel jarnak". Egészségligylr hatasuk

taplalkozasi és terapids eldnyeik szonhetd, kiilonosen a karos mikroorganizmusok

elleni védelemnek és az imfn zer javitasanak.

A probiotikumok alkdlmaZésa potenciadlisan szamos egészségiigyi eldnnyel jar, amelyek jol
dokumentéltak. ¢ A proBiotikus torzseknek bizonyitott biztonsdgossdguk mellett jo
funkcionalis Eﬂ%ﬁkkel, valamint technologiai ¢s fiziologiai tulajdonsagokkal is

rendelkgzniiik kell, hogy a termékekben megfeleld mennyiségben jelen legyenek ahhoz,

Teixeirg! 2017).

ho% @aszték szamara az egészségre gyakorolt eldnyeiket eldsegitsék (Barbosa és

3.1.1.1. Lactiplantibacillus plantarum 299v

A Lp. plantarum faj a Lactobacillaceae csalad tagja. A faj nevét 2020-ban valtoztattak meg

Lactobacillus-rol Lactiplantibacillus-ra (Internet 3).

A Lp. plantarum 299v egy probiotikus torzs, amely a Firmicutes tdrzsbe és a Gram-pozitiv

tejsavbaktériumok (LAB) kozé tartozik. Altalaban megtaldlhato a novényi eredetii



tejsavasan fermentalt ¢lelmiszerekben, példaul a savanyu képosztaban, a sozott
olajbogyoban, a s6s uborkdban vagy a kovaszban. Az is bebizonyosodott, hogy ez torzs
szajon at beadva képes kolonizalni az emberi bélnyalkahartyat, mivel az ¢hbél és a végbél

nyalkahartyajanak biopszids anyagdban megtalalhaté (Kazmierczak-Siedlecka ¢és

munkatarsai, 2020).

A Lp. plantarum 299v iranti érdeklodés a probiotikum nagyszamu kedvezo tulajdonsaganak
koszonhetd. Jol toleralja mind a gyomor savas pH-értékét, mind a nyombélben 1évo Ks:')k

jelenlétébdl adodo lugos kozeget. Ezenkivill lehetévé teszi, hogy a baktéri az

emésztOtraktuson keresztiil a bélbe jussanak, ahol befolyasolhatjak a bél mi jat. A

Lp. plantarum 299v az emberi bélrendszerben természetesen eléforduld te @‘- ktériumok
probiotikus torzse, amely képes moduladlni az 1mmunren 7e munmoduléalé
tulajdonsdgai tobbek kozott a gyulladascsokkentd 01t0k1nek e csokkentésében

figyelhetok meg. A Lp. plantarum 299v fogyasztasa csokké tritabilis bél szindroma
tiineteit és javitja ezen betegek életmindségét, to lostridium difficile okozta

hasmenés kezelésében is szerepet jatszik (Kazmlerc @A S lecka ¢s munkatérsai, 2020).

A Lp. plantarum 299v mas patogén Sru tﬁlélését is befolyasolhatja, attol
fliggetleniil, hogy a készitmény a Lp. plantarwy’299v-t 6nalldéan vagy tobb torzzsel egyiitt

tartalmazza. Kimutattak, hogy tejsa crium-keverék fogyasztdsa utan a LAB szintje

megndtt az emberi székletben ¢ ¢l nyalkahartyajdban (Johansson és munkatarsai,
1993). Masrészt a szulfit- r wf

valamint a Végbélny® Gram-negativ anaerob baktériumainak mennyisége nagy

mértékben csé')k.kent

lostridium-ok, az anaerob Gram-pozitiv baktériumok,

plantarum 299v készitmény beadasa utan (Johansson ¢és

munkatarsai, IW Lp. plantarum 299v befolyésolhatja a bél-asszocialt nyirokszdvet
(GALT) szlifgtett immunitasat is. Noveli mind a mucinokat (MUC2 és MUC3) koédolo

gének t 1pciodjat €s a gének goblet sejtekben torténd kivalasztodasat.

A nok olyan glikoproteinek, amelyek védelmet nyl'ljtanak a bélnyélkahértya
befolyéasolva hatékonyan korlatozhatjak a virusos megbetegedéseket. Emiatt (a mucinok
termelésének €s felszabaduldsanak stimulalasaval) a Lp. plantarum 299v kdzvetve gatolhatja
az enteropatogén Escherichia coli bélhamsejtekhez valo tapadéasat. A Lp. plantarum 299v
represszald aktivitdsa gatld vegyliletek, példaul szerves savak termelésének kdszonhetd

(Kazmierczak-Siedlecka és munkatérsai, 2020).




Johansson és munkatarsai kimutattak (1998), hogy (5 x 10’ TKE/ ml dozisban) 21 napon

keresztiil egészséges Onkénteseken végzett kisérletben a Lp. plantarum 299v adagolasa
jelentdsen megnovelte a rovid szénlancu zsirsavak-, az ecetsav €és a propionsav-
csokkentésével szabdlyozzak a patogének szaporodasat. Gatolhatja a potencidlisan patogén
baktériumok, példaul a Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica,
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae ¢s Enterococcus faecalis novekedését is.

valamint a bélereken keresztiil torténd véraramlds befolyasolasaval szabélyoz&az

emésztotraktust. /1;}

Emellett a Lp. plantarum 299v befolyasolhatja mas baktériumok metabol aktivitasat a

vastagbélben. A tapadds a mannoz-kotddés mechanizmusan K ely alapvetd
8

fontossagu a torzs immunmoduldlé hatdsaihoz. A torzs képes a C + T-limfocitak

felszinén az aktivacids markerek kifejez0dését a legjelentdse ¢kben novelni, ami arra

utal, hogy a baktériumok fogyasztasa az APC (an ntalo sejtek) és a T-sejtek

aktivalodasahoz, illetve a szerzett immunitas altalan edéséhez vezet. A velesziiletett

immunitasra gyakorolt hatds nem volt eE:jh(tgy

ertelmtl (Kazmierczak-Siedlecka és

munkatarsai, 2020).

3.1.1.2. Probiotikus élelmiszerek &

A probiotikus élelmiszerek{o@sa vilagszerte jelentdsen megnott az elmult években. A
probiotikus  baktériupto t‘&(én‘[ tejtermékekbe, tejporba, jégkrémbe, fagyasztott
desszertekbe ¢épitik alkalmazzak fermentalt tejtermékek példaul joghurt, sajt
eldallitasara. A t.wékek fogyasztasaval kapcsolatos hatranyok, mint a laktézintolerancia,
tejfehérje ia, magas koleszterintartalom miatt, valamint a fogyasztok
Vegetar! i sdhak novekedésével is egyre nagyobb igény mutatkozik a ndvényi alapu
pr%%ermékek irant a fejlett orszdgokban. Viladgszerte szamos hagyomanyos, nem
tejalapu és alkoholmentes erjesztett italok, példaul Boza, Bush, Pozol, probiotikus szdjatej

¢s probiotikus gylimolcslevek késziilnek. A gylimdlcsleveket a probiotikus baktériumok

idealis hordozdjaként javasoltak (Tuorila és Cardello, 2002; Luckow és Delahunty, 2004;

Prado és munkatdrsai, 2008), mivel hasznos tapanyagokat, példaul asvanyi anyagokat,
vitaminokat ¢és antioxidansokat tartalmaznak, izprofiljuk minden korosztdly szamara
kellemes, valamint egészségesnek és frissitonek érzékelik oket. A gyltimodlcsok radadasul nem

tartalmaznak olyan allergéneket, mint a tejben jelenlévo kazein és a laktoz.



Tobb tudoményos cikk is foglalkozik (Saarela és munkatarsai 2006; Perricone ¢és

munkatarsai 2014; Nag és Das 2013; Tsen és munkatarsai 2004; Ding és Shah 2008) a

probiotikumok stabilitdsanak megdrzési lehetdségeinek novelésével a gyiimolcslevekben. A
legsikeresebb modszerek kozé tartoznak a prebiotikumokkal, celluldzzal, B-glitkanokkal
torténd dusitas, alacsony homérsékleten, szén-dioxiddal dusitott 1égkdrben torténd tarolas,
antioxidansok hozziadasa vagy a probiotikumok kapszuldzasa. Legtobbszor, az alginat,
kitozan, zselatin vagy cellul6zszarmazék bevonoval torténd extrudalasi modszert hasznaljak

(Nualkaekul és munkatarsai, 2013). \J

A kereskedelemben kaphato gytimolcslevek foként két mikroba torzset tartal akTezek a
Lp. plantarum 299v vagy a Lc. rhamnosus GG. A gyiimoélcslevek osszetete ol kifolyolag
nem mindig alkalmasak probiotikumok alkalmazasara. Néhany %e tartalmazhat
olyan 0OsszetevOket, amelyek fokozzdk a prob1ot1ku

gytimolcslevekben a probiotikumok stabilitasat befolyasob kalmazott torzs és az

antimikrobialis vegyiiletek,

épesseégét.

inokulum, a gyiimolcslé 0sszetétele, az oxigénkonce
a mesterséges szinezé¢kek és aromak jelenléte, Vala yarta51 folyamatok ¢€s a tovabbi

kezelések (Horackova és munkatarsai, 2018)&

3.1.2. Prebiotikumok

A prebiotikumokat "szelektiven fe@télhaté Osszetevokként hatarozzdk meg, amelyek
lehetévé teszik a bélmikro Osszetételének és/vagy aktivitasdnak specifikus
megvaltoztatasat, olyﬁo fn, gy elényoket biztositsanak a gazdaszervezet jolétére és
egészségére" (Roberfypid, 2007). Az endogén flora modulacidja és az emésztdrendszer
ozmotikus Vélto.&a prebiotikumok hatasmechanizmusai.

Sokféle‘pr jot1 1étezik. Tobbségiik a szénhidratcsoportok egy alcsoportja, és tobbnyire
ne n%eté oligoszacharidok. A fruktanok az inulinb6l és a frukto-oligoszacharidbol

oligofruktozbol allo kategoria. Szerkezetiik: B(2—1) kotéssel kapcesolodd fruktoz
molekuldk linearis lancolata, mely tartalmaz egy lancvégi gliikoz molekulat. A galakto-
oligoszacharidok, laktozbol felépiild termékek, melyek két alcsoportba sorolhatok: a
galakto-oligoszacharidok a C3, Cs4 vagy Ce helyen felesleges galakt6zbol és a laktozbol
enzimatikus transzglikozilacioval eldallitott galakto-oligoszacharidok. A transzglikolizacids
reakcid végterméke foként tri- és pentaszacharidok keveréke, amelyekben a galaktoz
B(1—6), B(1—3) és P(1—4) kotésekben talalhatd. Prebiotikumok kozé tartozik tovabba a

rezisztens keményitd, amely a fels6 bélrendszeri emésztéssel szemben rezisztens. A



rezisztens keményitd hasznositasa soran keletkez0 nagy mennyiségli butirat elésegitheti az
egészséget, ezért prebiotikumnak mindsiil. A polidextroz egy gliikézbol szadrmazd
oligoszacharid. Sok elagazassal és glikozidos kotéssel rendelkezd gliikanbol all. Egyes
oligoszacharidok a pektinb6l szarmaznak. Az ilyen tipusu oligoszacharidot pektin

oligoszacharidnak nevezik, melyek alapja a galakturonsav vagy a ramndz. (Davani-Davari

€s munkatarsai, 2019).

A prebiotikus tulajdonsagokkal rendelkezd poliszacharidokat, példaul inul&és
S

maltodextrint hasznaltak a probiotikus baktériumok védelmére a fagyasztva szarj

¢s a tarolas alatt. Avila-Reyes és munkatarsai (2014) a Lc. rhamnosus &

vizsgaltdk porlasztva szaritds soran, két prebiotikum felhasznélés elyet az

¢letképesség fokozasa érdekében alkalmaztak. Az életképességi @s s igasi eredmények

azt mutattak, hogy mindkét prebiotikum-kolloid (nativ rizskemé XS

Lc. rhamnosus védelmére a porlasztva szaritas soran. Corco @ unkatarsai (2004) nagy
a

sejtszammal ¢és jo ¢Eletképességgel rendelkezd pr

ulin) alkalmas a

ktobacillusokat, valamint
prebiotikumokat tartalmazo porokat fejlesztettek ki lva melyek hasznosak lehetnek
probiotikus élelmiszerek eldallitasahoz. a onérlus fazis kulturdi voltak a
legalkalmasabbak a porlasztva szaritds™cljdrasra, mig a lag fazisuak voltak a

legérzékenyebbek. A polidextroz és anulin jelenléte nem ndvelte az ¢€letképességet a

porlasztva szaritas vagy tarolas sor@

3.2. Kapszulaza{}

A kapszulazast f%«folyamatkent hatarozzak meg, amely egy anyagot egy masik anyagba
zar be, steres  (nanokapszuldzas), mikrométeres (mikrokapszulazas) vagy

milliné méretli  részecskéket 1étrehozva. A kapszuldzott anyagot 4ltalaban

yagnak, hatdanyagnak, toltdanyagnak, belsd fazisnak vagy hasznos fazisnak nevezik.
A kapszulazashoz hasznalt anyagot bevond membrannak, héjnak, hordozo- vagy
falanyagnak, kiils fazisnak vagy matrixnak nevezik. Specialis kapszuldzasi eljarasoknal,
mint példaul a fagyasztva széritds, a kapszulazdshoz haszndlt anyagokat

krioprotektansoknak is nevezik (Serna-Cock, L., és Valleio-Castillo, 2013).

Az ¢lelmiszeripari termékekben vagy eljarasokban hasznalt falanyagnak élelmiszeripari

mindséglinek kell lennie, €s képesnek kell lennie arra, hogy gatat képezzen a hatdanyag és a



kornyezete kozott. Kiilonbozo tipusth bevond anyagokat, mint tartaly, matrix és bevonatos
matrix lehet megkiilonboztetni. A tartaly tipusndl a maganyagot egy réteg veszi koriil. A
matrix tipusndl a hatdéanyag a hordozoanyagban diszpergalva van, ¢és a feliileten is

megtalalhato. E két tipus kombinécidja adja a harmadik kapszulat, a bevonatos matrixot,

amelyben a hatéanyag egy tovabbi réteggel boritott kapszula (Serna-Cock, L., és Valleio-
Castillo, 2013).

Lehet6ség van a baktériumok koriili iires terek megfigyelésére is. A transzm'&ziés
elektronmikroszkép (TEM) a matrix mikroszerkezetének tanulmanyozésara, a balsz&'u k
¢s a matrix finom valtozésainak kimutatdsdra hasznalhat6, és részletesebb ké’es dhat a

sé

baktériumokkal t6ltott és baktériumok nélkiili kapszuladk porozitdsanak

(Serna-Cock, L., és Valleio-Castillo, 2013). \%

3.2.1. Mikrokapszulazas

geirdl is

Egy funkciondlis termék kifejlesztése soran a probio sletképessége kulcsfontossagu,

és szamos szakértd tanulmanyozta a talélés ma izalasanak kiilonbozé modjait. A
|

probiotikumok mikrokapszulazasa az e tékonyabb modszer arra, hogy a
baktériumsejteket megvédjék az élelmiszerekbén mind a kiilsé kornyezet altal okozott
karosodasoktol, mind a gyomor-bélreddszeren vald athaladas soran, hogy nagy szadmban
jussanak el a bélbe. A maximalis tu el parhuzamosan, a funkcionalis tulajdonsagoknak
is meg kell maradniuk a terfn¢k % tasa, tarolasa és emésztése utan. Tovabba a probiotikus
baktériumoknak a te @ozaﬁsa ¢s taroldsa soran nem szabad befolyéasolniuk a termék

érzékszervi jellemzoi apdomi és munkatarsai, 2016).
[

A gyiimolcslev %f\ragy barmely mas matrixba beépitendé probiotikum kivalasztasat
kt')riiltekint kel elvégezni. A probiotikus gytimoélcslevek eldallitasa §sszetettebb, mint a
tej e@ mivel alacsony pH-értékiik (3-4,5) korlatozza a probiotikus baktériumok

novekedeését €s stabilitasat. Szamos tanulmany (Ortakci és Sert, 2012; Abbaszadeh és

munkatarsai, 2014; Krasaekoopt ¢és munkatarsai, 2004) szamolt be probiotikumok

mikrokapszulazasardl alginat, rezisztens keményitd, zselatin, kitozan és ndvényi gumi
alkalmazaséaval, hogy védelmet biztositson a Bifidobacterium-ok és tejsavbaktériumok

szamara.
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3.2.2. Mikrokapszulazasi technikak

3.2.2.1. Porlasztva szaritas

A porlasztva széritds, mint a probiotikus kultirdk mikrokapszulazasi technikéja nagyon
elterjedt gyakorlat, hogy konnyen tarolhatova és a kedvezdtlen koriilményekkel szemben

ellendllobbé tegyék Oket (Barbosa és Teixeira, 2017). A porlasztva szaritas egy régi szaritasi

technika, amely abbol all, hogy a folyékony mintat egy porlasztd berendezéssel kis

cseppekké alakitjdk. A forr6 levegdvel ¢érintkezve a  cseppek fﬁ itik

@ritj ak, hogy

konnyen felhasznalhato, stabil és rugalmas OsszetevOket éllits&l; 0
1

nedvességtartalmukat, €s szaraz szilard részecskék keletkeznek.

A probiotikus és starter kultiraként alkalmazhato baktériumokat altala
z élelmiszer-,
takarmany- és gyogyszeriparban val6 alkalmazishoz. A szdrit otikus baktériumok
iranti kereslet a gyorsan ndvekvd piaccal egyiitt megnott, e @ agyobb léptékil termelésre

van sziikség. A baktériumok porlasztva szaritasa nagy ortékill termelést tesz lehetove,
mint a jelenleg alkalmazott fagyasztva szaritas, mi e‘@ ergiakoltségek alacsonyabbak ¢és
az eljards jobban fenntarthat6. Egyy 14{) igéretes moddja a baktériumok
mikrokapszulazasanak kiilonb6z6 Védém%kban, hogy biztositsdk jobb ellenallo
képességiiket a tarolds, a technoléé&“olyamatok ¢s az emésztés soran (Huang és

munkatérsai, 2017).

Kiilonb6z6 probiotikus tér‘ etén, eltérd Osszetételli matrixokban torténd porlasztva

szaritasaval végzett yizs ok (El-Salam és El-Shibiny, 2015; Martin és munkatarsai,

2015; Rokka ¢és Ranfdfffaki, 2010) azonositottak azokat a fobb tényezdket, amelyek

befolyasoljak ¢ aességﬁket a porlasztva szaritas el6tt, alatt és utan. Ezen tulajdonsagok,
tbbbekkéz higroszkopossag, a nedvességtartalom, az oldhatdsag vagy a szin, hatassal
va %\yos porlasztva szaritasi paraméterekre vagy koriilményekre, mint példaul a
minta adagolasanak homérsékletére €s sebességére, a szaritasi segédanyag tipusara és
kivalasztasa és optimalizalasa alapvetd fontossagl a kivalé mindségli termék eldallitasahoz

(Barbosa ¢és Teixeira, 2017).

A porlasztva széritas alkalmazasa a probiotikumot tartalmazd gylimdlcslé eléallitasdhoz
olcsO és egyszerli modszer lehet a termék taroldsanak, szallitasdnak és kereskedelmi

forgalomba hozataldnak megkonnyitésére. Tobb vizsgalatot végeztek (Cal és Sollohub 2010;
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Gharsallaoui ¢és munkatdrsai 2007) kiilonb6zé gylimoleslevek porlasztva szaritdsaval

kapcsolatban, amelyek egyértelmlien kimutattdk, hogy ezek nem szarithatok tiszta
allapotukban, segédanyagok hozzaadasa nélkiil, mivel magas cukortartalmu termékekrol van

sz0.

A nagy mennyiségli kis molekulatdomegii cukor jelenléte hozzajarul az alacsony livegesedési
homérseklethez, ¢és kovetkezésképpen a porlasztva szaritas soran a ragaddsodashoz,
valamint a por taroldsa sordn a csomoOsodashoz. A nagy molekulatomegii sﬁt:isi

segédanyagokat, példaul maltodextrint vagy gumiardbikumot, 4ltalaban a

tivegesedési homérsékletének novelésére és a ragaddsodasi problémak mind

hasznaljak. Haszndlatuk hozz4jarul a funkcionalis gytimdlcslé elc’iéllitéséh@, ivel ezen

OsszetevOk prebiotikus tulajdonsagai mar bizonyitottak (Barbosa ég T 2017).
3.2.2.2. Liofilizalas O

A liofilizalas a probiotikumnak a hordozoanyaggal rténd fagyasztasaval torténik
(jellemzoen -30 ¢és -20°C kozott), majd a viz va szubhmalasaval 0,05-0,1 mBar
abszolit nyomason ¢és -50 ¢és -30° homérsekleten. A  liofilizalaskor

krioprotektansokat alkalmaznak a probiotikus aktivitas és stabilitds megdrzésére a tarolas
soran. A leggyakoribb krioprotektan a laktdz, a trehaldz, a szorbit, a szachar6z, a
tejfehérje és a sovany tej. A li@léssal kapszulazott probiotikumok jobb tarolasi

stabilitassal rendelkeznek, kiilo alacsony homérsékleten €s inert 1égkorben (nitrogén

vagy vakuum). Sajnos s 4-7-szer dragabb, mint a porlasztva szaritas (Serna-Cock

¢és Valleio- Castillo 2

hatasat {12 liofilizalt probiotikumok - L. bulgaricus, Lp. plantarum, Lc. rhamnosus,

Carvalho és murkatérsai (2003) 11% sovany tejben oldott szorbit és mononatrium-glutamat
)

durans, Enterococcus faecalis életképességére szobahdmérsékleten

megvalgsitott tarolas soran. Mind a szorbit, mind a mononatrium-glutamat erds

védohatasarol szamoltak be a vizsgalt baktériumok esetén, mely torzsenként eltéronek

bizonyult. A vizsgalt torzsek kozott kiilonbozo talélési mintdzatokat figyeltek meg.

Kovetkezésképpen az egyes véddanyagok hatdsat egy adott torzs életképességére a

liofilizalas alatt vagy utan eseti alapon kell meghatarozni.

Khoramnia és munkatérsai (2011) valaszfeliilet-mddszertant (RSM) hasznaltak kdzponti

elrendezésti kisérlettervezési modszerrel (CCD), hogy tanulmanyozzék a krioprotektansok
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(sovany tej, szachardz és laktdz) hatasat a Limosilactobacillus reuteri C10 probiotikus torzs
tulélési aranyara a liofilizalas és a tarolas soran a baromfikon torténd kozvetlen alkalmazas
céljabol. A tervezés sordn hasznalt kozponti pontok 12,5% (w/v) sovany tej, 8% (W/v)
szachar6z ¢és 12,5% (w/v) laktéz voltak. Az eredmények azt mutattdk, hogy a
krioprotektansok kiilonb6zé kombinacidiban torténd egyiittes alkalmazdsa kevésbé
csokkentette a sejtek életképességét a liofilizalas sordan. Az életképesség-veszteség 0,26 és
0,66 log TKE/ml kozott mozgott, mig krioprotektansok nélkiil 1,65 log TKE/ml értékeket
figyeltek meg. A krioprotektansok optiméalis kombinaciojat a Ll reuteri C10 tartésit&oz
¢s tarolasdhoz 19,5% sovany tej, 1% szacharéz és 9% laktoz alkalmazasav A
liofilizalt LI reuteri C10 tulélési aranya 6 honapos 4 és 30°C-on megvalosi ;;h

a krioprotektansok legjobb kombinaciojat hasznalva 96,4, illetve 73,8‘%
cs7Zitett takarmanyt

as soran

Jin és munkatarsai (1998) liofilizalt Lactobacillus kultirakkaleki

hasznalva brojlercsirkék takarméanyozasara azt tapasztaltak, Lactobacillus kultarak
jelenléte jelentdsen novelte a brojlercsirkék testtomegét, e ta any: nyereség aranyat 0-6
hét alatt. Huang ¢és munkatarsai (2006) RSM-et aztak a L. delbrueckii subsp.
bulgaricus LB14 ¢életképességének javitasa ro6z, glicerin, szorbit és sovany tej
felhasznalasaval a liofilizalas sordn. A 1 lgaricus LB14 optimalis védokozegét a
kovetkezOképpen hataroztak meg: szachdréz 66,40 g/1, glicerin 101,20 g/1, szorbit 113,00 g/1
¢és sovany tej 130,00 g/l. Ez a Vg 86,53%-o0s ¢letképességet eredményezett a

fagyasztva szaritott Lp. bulga@BM esetében.

Szintén sovany tejey”v (&’acharézt hasznaltak krioprotektansként Bifidobacterium

animalis ssp. lczctis ztva tarolasa sordn, és azt talaltak, hogy a szacharéz jobb

védOhatast er;?ezett a gyumolcslében, mint a fehérjetartalmt készitmény (Ying és
munkatareWy ).

{ J
3.%Qszuléz() anyagok

3.2.3.1. Tejsavofeherje

A tejsavofehérjéket hasznaltdk eldszor probiotikumok mikrokapszuldzasara. Kémiai és
fizikai tulajdonsagaik miatt a tejfehérjék, mint példaul a sajtgyartas melléktermékeként nyert
tejsavofehérje-izolatum, konnyen felhasznalhato probiotikus mikrokapszulék eldallitasdhoz.
A tejsavofehérje-izolatum gazdag forrdsa a funkciondlis fehérjéknek (90-96%), és fizikai-

kémiai tulajdonsagai lehetdvé teszik az intermolekularis keresztkdtést mas polimerekkel. A
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tejsavofehérjéket gyakran adjdk szénhidrat biopolimerekhez a mikrokapszulak

stabilitdsanak novelése érdekében (Kowalska és munkatarsai, 2022).

Doherty ¢és munkatarsai (2012) a Lc. rhamnosus-t, azaz az egyik legismertebb
baktériumtorzset tartalmazo, tejsavofehérje-alapu mikrokapszulak tulajdonsagait vizsgaltak.
A szerz6k a mikrokapszulakat alacsony, a gyomor pH-értékéhez hasonlé (pH 3.4, pH 2,4,
pH 2,0) kémhatasnak tették ki, és kielégité eredményeket kaptak. Megallapitottak, hogy a
védtelen baktériumsejtekhez képest a mikrokapszulak 5,7 és 5,1 log TKE/ml mennyiségben
tulélték a kedvezbtlen kiilsé koriilményeket. A tejsavofehérje-alapti mikrokap a%jé
ellenalloképességet mutattak a gyomorsavval szemben, ami az €16 baltriymisejtek

ellendrzott felszabadulasat inditotta el a célhelyen, azaz a vastagbélben. O

3.2.3.2. Maltodextrin &%

A maltodextrinek konnyen emészthetd oligoszachari amelyeket ¢élelmiszer-
adalékanyagként hasznalnak. D-gliik6z egységekbdl é‘%ﬁnelyet keményitbol allitanak

eld a keményit6 részleges enzimatikus hidrolizisévd]. altodextrin dextro6z-egyenértéke

kevesebb mint 20, ami azt jelzi, hogy hosszinsz€nhidratlancokat tartalmaz 2-3% gliik6z €s

5-7% malt6z mellett. Fehér, porlasztva szér%r formajaban kaphato, amely enyhén édes,

szinte iztelen. A maltodextrinek kivaloagizoldékonysaggal és alacsony higroszkopossaggal

rendelkeznek. A szervezet a maltrint egyszerli szénhidratként emészti meg, igy

konnyen atalakithato azonngli ava. E tulajdonsaganak kdszonhetden sportitalokban és

gyors energiacsomafﬁa%jék nagy alloképességet igényld sportokat iz6 fogyasztok
kat,

szamara (Parikh és sai, 2014). A maltodextrin felhasznalasa Gsszetételétol, azaz a

[
DE-értéktdl is fiigg, példaul az alacsony DE-értékii MD ragadosabb, ezért zselés

termékek&' aul szirupokban és lekvarokban hasznaljak, mig a magas DE-értékiit MD
, jégkrémekben térfogatnoveld anyagként hasznaljak. A maltodextrint jo

jobban
bﬂ% agnak tekintik, mivel magas szilardanyag-tartalom mellett alacsony viszkozitast
is mutat

S (Parikh és munkatarsai, 2014).

Mindezek a tulajdonsagok a hatéanyagok tokéletes hordozojava teszik doket, és igy idealis
anyagot jelentenek a baktériumsejtek mikrokapszulazasahoz is. A maltodextrineket a
tejsavofehérjével egylitt gyakran hasznaljak kapszuldzdshoz. A maltodextrinekkel
kombinalva a savofehérjék olyan strukturdkat alkotnak, amelyek hatékonyan védik a
kapszula magjat ¢s kalcium-klorid oldatban megkeményednek (Kowalska és munkatarsai,

2022).
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A maltodextrinek a paprika oleoresin karotinoidjainak védelmében is hatékonynak
bizonyultak. A maltodextrinek a tejsavofehérjékkel egyiitt hatékony falanyagként szolgéltak
az etilkaprilat mikrokapszulazasdhoz. Rdadasul a Tween 80 emulgealoszerrel vald
kombinacioja nagyobb mennyiségii bixint volt képes kapszuldba zarni, mint csak maga a
maltodextrin. A maltodextrin bevonod anyagként hasznalhaté a tapanyagok, példaul
vitaminok kapszuldzédsara. Széles korben hasznaljak higitészerként és segédanyagként is,

hogy bizonyos gyogyszereket kozvetlen tomoritéssel kompatibilissé tegyenek (Parikh és

Az inulin olyan polidiszperz szénhidrat, amely B-(2-1) kété& csolodo  fruktoz

munkatérsai, 2014).

3.2.3.3. Inulin

molekuldkbol all és a lancvégen egy glikkozt tartalmaz. TO - ¢és kétszikl
a

novénycsaladban taldlhatd inulin, koztik a Liliaceae, 146 ceae, Gramineae ¢és
u

Compositae csaladokban. Azonban csak egy inulinta%

enyfajt (cikoria, cichorium

intybus) hasznalnak iparilag inulin eléallitdsara. A ewkOfja inulinjdban a fruktézegységek

szama 2-t61 >70-ig terjed (Roberfroid. 2000). /‘)

A nativ inulint az élelmiszeriparban feldolgozzak, hogy részleges enzimatikus hidrolizis
(inulinaz, E.C. 3.2.1.7) eredményekédt rovidlancu fruktanokat, kiilonosen oligofruktozt
(polimerizacios fok: 2-10; atlag: 5 ipari fizikai elvalasztasi technikéval hosszulanct
fruktanokat allitsanak eld. *m@

egyre gyakrabban has : man élelmiszer-készitményekben. Ma mar jol ismert, mint
a gazdaszervez.et rendszerének mikrobialis Osszetételét befolydsold fontos

prebiotikus anyagh, Bebizonyosodott, hogy védi a Lactiplantibacillus spp.-t és javitja a

egy alacsony emészthetdségii és oldhatd rost, amelyet

taléléstiketyé vitasukat a tarolas soran (Roberfroid, 2000).

(
Fri - ¢s munkatarsai (2012) bifidobaktériumokat mikrokapszulaztak porlasztva

szaritassal prebiotikumok jelenlétében. Megallapitottak, hogy a sovany tej részleges
helyettesitése inulinnal és a sovany tej részleges helyettesitése oligofruktozzal dusitott
inulinnal novelte a bifidobaktériumok kezdeti szdmat a mikrokapszulakban. Masrészt a
mikrokapszuldk jobb védelmet mutattak a bifidobaktériumok szamadra tarolas soran. A
prebiotikumok hasznalata nem befolydsolta a mikrokapszuldk morfologidjat. Az
oligofruktozzal eldallitott kapszuldk azonban kisebb szemcseméretet mutattak. A
prebiotikumok hozzaaddsa csokkentette a mikrokapszuldk nedvességtartalmat és

vizaktivitdsat. Az inulinnal eldallitott mikrokapszuldk mutattadk a legalacsonyabb vizben
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valo oldodast, mig az oligofruktézzal elddllitott mikrokapszuldk voltak a
leghigroszkdposabbak. Végiil az eredmények azt mutattak, hogy az oligofruktozzal dusitott
inulin a legmegfeleldbb prebiotikum a Bifidobacterium lactis BB-12 mikrokapszulazasahoz

porlasztva szaritas soran, a sovany tej részleges helyettesitésére.

3.2.3.4. Alginat

A bevono anyagok koziil az alginat a leggyakrabban hasznalt polimer az életképes sejtek
gélbezarassal torténd immobilizalasara. Az alginatok eléfordulnak a tengeri barna n
(Phaeophyceae) szerkezeti Osszetevoként, valamint egyes baktériumokban/ka laris

poliszacharidként. Az alginatok bindris, linearis kopolimerek, ameh@k ott B-D-
t

mannuronsav ¢s a-L-guluronsav maradékokbol allnak, amelyek Osszetgtele és sorrendje

nagymértékben eltér. A probiotikumok kalcium-alginat gél ’- kapszulazasa
megvédte a Lacticaseibacillus paracasei 1.26 torzset alacso yliimolcslében a hiitott

tarolas soran (5 °C) (Rodrigues és munkatarsai, 201l). ett kimutattak, hogy a Lc.
n
0

rhamnosus GG (LGG) fehérje gélhalozatba dgyazas megvédte az LGG-t a ho- és

soran. Bar az alginat nem mérgezd ¢és eS matrixot alkot a kalcium-kloriddal a

savas stresszel szemben in vitro, valamint ex mor-bélrendszeren valo athaladas
probiotikus baktériumok kapszulézés&%’lzjias kornyezetre érzékeny. A polikationok,
példaul a kitozan vagy a poliaminsa, entik az alginatgél porozitasat. A kitozan, egy
deacetilezett kitin, egy te 7 a@ nem toxikus €s olcso, savas kozegben pozitiv toltéssel

rendelkezd linearis polis ac% amelyet az alginat gyongyok bevondsara hasznaltak.

3.2.3.5. Rezisztens kemémnyito

A reziszt ns%\é yité az élelmi rostok egyik forméja, és a természetben szamos
keményli &L ¢lelmiszerben megtalalhatd. A rezisztens keményitd nem emésztodik
mgg olyatwgyorsan, mint a kozonséges keményitd, ellenall a keményitébontd a-amilaz és
pullulanaz enzimeknek, nem hidrolizalédik gliik6zza a vékonybélben, de a vastagbél
mikrobidtdja fermentalja. Ez a tulajdonsdga nagy bioldgiai jelentdséggel bir. A rezisztens
keményité csokkent emészthetdségét szamos belsd és kiils tényezd befolyasolja, mint

példaul az ¢lelmiszer viselkedése és jellege, az élelmiszer-feldolgozas és a fiziologia

(Raigond és munkatdrsai, 2015).

A rezisztens keményitd eldsegiti a probiotikus baktériumok ndvekedését és aktivitasat. A

rezisztens keményitd elfogyasztisa segit meghosszabbitani az egyes probiotikus
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organizmusok ¢életképességét a vastagbélben. Prebiotikumként az rezisztens keményitd
megvédi a probiotikumot a vastagbélbe vezetd utjukon. A rezisztens keményitd
tulajdonsagai miatt jol hasznalhat6 kapszulazd segédanyagként (Raigond és munkatarsai,

2015).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Anyagok

4.1.1. Alkalmazott mikroorganizmus

Maganyagként a Lactiplantibacillus plantarum 299v-t hasznaltam, amely a Biométhis
Erjedésipari Technologia Tanszék (Magyar Agrar- és Elettudomanyi Pﬁ )
torzsgytjteményében rendelkezésre allt. /‘)

4.1.2. Felhasznalt oldatok, pufferek, tapkozeg \%

Foszfattal pufferelt séoldat (PBS) (0,1M, pH=7,4)

KH>POs-ot oldottam fel 11 desztillalt vizben. Az old rilizalasa 121°C-on 15 percig

A foszfattal pufferelt sboldathoz, 8g NaCl-ot, 0,2g KCl-otE léf\!azHPO4.2H20-ot ¢s 0,2¢g

autoklavban tortént. /‘)
MRS (de Man, Rogosa és Sharpe) tépko%

Az MRS tapkozeget hasznéltam a Lp:

lantarum 299v torzs fenntartasahoz, illetve az
¢l6sejtszam meghatarozashoz, A ta g Osszetétele az 1. tdblazatban lathatd. A tapkozeg

sterilizalasa 121°C-on 15 pt klavban tortént.

Q tablazat: Az MRS tapkozeg Osszetevoi
[ ]

Osszetevd Mennyiség

Pepton 10,00 g
q \ Haskivonat 8,00 g

(b Elesztékivonat 4,00 g
D-gliikoz 20,00 g

Dikélium-hidrogén-foszfat 2,00 g
Natrium-acetat 5,00 g
Triammonium-citrat 2,00 g

Magnézium-szulfat-heptahidrat 0,20 g

Mangén-szulfat-tetrahidrat 0,05¢g
Tween 80 1,00 ml
Desztillalt viz 1000,00 ml
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MRS tapagar

Osszetétele megegyezik az 1. tablazatban kozolt MRS taplevessel, kiegészitve 15 g/l agar-

agarral.
Fiziologias sooldat
A sooldat készitésé¢hez 8,5g NaCl-ot oldottam fel 1 liter desztillalt vizben. Az oldatbol

4,5ml-t mértem be mindegyik kémcsdbe, amiket ezutdn 121°C-on 15 percig sterilizaltam

autoklavban.

Kereskedelmi forgalomban kaphato sziiretlen, jo6 mindségii HAZANK Kincseébl;é.

4.1.3. Bevond anyagok \%
- Poliszacharidok E O

o Maltodextrin
o Rezisztens keményitd

A nagy tisztasagu maltodextrin és a reziszényitc’i az Ingredion Company-tol

(Németorszag) keriilt beszerzésre.
- Fehérjék &

o Tejsavofehérje
o Denaturalt tejsavd
A tejsavofehérje beszerzésd ersum® Ltd.-t0] (Magyarorszag) tortént. A denaturalt
tejsavofehérje készit@ (w/w) tejsavofehérje oldat 90°C on torténd 20 perces
melegitésevel zajlott.
- Maillar -Mcié termék
todextrin

(
tejsavofehérje sdoldatban torténd feloldasaval késziilt.
A @r

d-reakcid termék oldat koncentracioja 20% (w/w) volt. A pH modositasa 8,0-ra
4 N NaOH-oldattal tortént. A Maillard-reakcio termékek kialakuldsanak érdekében az oldat
90°C-on 4 o6rat toltott vizfiirddben, majd a hiitést kdvetden tarolas tortént 4°C-on tovabbi

felhasznalasig.

4.1.4. Felhasznalt eszkozok

- pH mérd
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- Meérdhenger

- Erlenmeyer-lombik

- Vizfiird6

- Petri-csésze

- Steril laminaris fiilke
- Analitikai mérleg

- Pasteur- és automata pipetta

- Foz6pohar &
- Termosztat (b
- Centrifuga csovek O/‘/

4.2. Modszerek E o
4.2.1. Torzsfenntartas %V

A Lp. plantarum 299v fenntartasa de Man, Sharpe (MRS) tapoldatban tortént.

o

Tobbszori atoltast végeztem a sejttomeg el@a 16tt, mely stacionarius fazisig 37 °C-on

18 6ran keresztiil tortént. &

4.2.2. Sejttomeg eldallitas asra

sejtek Osszegyljtésef 18 ords 37°C-on torténd novekedés utan 20 perces, 4 °C-on

{
A probiotikus Lp. ph@b% sejtek felszaporitasa MRS tapkozegben tortént, majd a

10 OOOerm-en. Sozett centrifugéldssal tortént. Az Osszegyljtott baktériumok mosasa

fagyasz‘ S

kétszer zajl oldattal, majd ezt a sejtszuszpenzidt alkalmaztam a probiotikum
x:q't' ara kiilonbozo falanyagokkal keverve.

4.2. apszulazas

A kapszuladzés (1. abra) soran az egyes mintdk szuszpenzidjanak sterilizalt és tiszta
szaritolivegbe adagolasa tortént. A sejttomeghez a poliszacharidok és a fehérjék hozzaadasa,
majd rézatdsa 150 rpm-en 1 O6rdig szobahdmérsékleten zajlott. Az igy elkésziilt
mikrokapszulazott készitmények taroldsa -18°C-on, 24 ordig tortént, eldkészitve a

fagyasztva szaritasra.
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Centrifugalas Mosds

Ferment?ciu Mintavétel 4°C, 10000 rpm, 20 perc 2
37°C, 18 dra ?
— N S
-; -
s G &' v PBE Pufber
; N
= -:mfmﬁ —
telfe-JoT Jo)
Mikrokapszulazas Mintavétel
s o 150 rpm, 1 6ra AL

— s Poliszacharidok

= w2

|Tarolas, -18°C, 24 ora
Fehérjék

Maillard reakcic
termekek

® 0 ’
1. Abra: A mikrokapszulézas m%@_{w? ¢s munkatarsai, 2022 nyoman)

A fagyasztva szaritdshoz a mintak 6ssz@llitasa 10 g (w/w) nedves baktérium pellet és 10 g
kiilonboz6 falanyagok 6sszekeveré késziilt el a célzott 1:1 arany elérése érdekében (2.

tablazat). |

Z@;t: Kiilonb6z0 kapszula tipusok dsszeallitasa

. Lp.
Mag- } Bevono plantarum Tapkozeg Teljes
. voho anyagok . L2, R
héj e ok mennviséee sejt- koncentraci6 | tomeg
aranyf & (g) ¢ | koncentracio (% wiw) (2)
A (g)
b Maltodextrin:
Rezisztens 10,00:10,00 20,00 20,00 200,00
Keményitd
- Tejsavofehérje:
' Denaturalt 10,00:10,00 20,00 20,00 200,00
tejsavofehérje
Maltodextrin:
‘ ) 10,00:10,00 20,00 20,00 200,00
Tejsavotfehérje
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4.2.4. Liofilizalas

A mintak liofilizalasa laboratoriumi méretii liofilizalé berendezéssel (Christ Alpha 2-4
Freeze Dryer, Németorszag) tortént. A liofilizalas soran az allandosult allapot elérésekor
aktualis nyomas 0,250 mbar, az aktudlis hémérséklet pedig 17°C volt. A szaritasi folyamat
3 napig tartott. A mikrokapszuldk szaritott mintdinak poritasa aszeptikus koriilmények

kozott zajlott, majd sterilizalt tivegekben 4°C-on lettek tarolva a késobbi felhasznalasig.

4.2.5. Sejtszam meghatarozasa (&J

Az €16 sejtek szaméanak meghatarozasara lemezontést alkalmaztam, a sejtszérr(t‘ykpképzé
egység/ml (TKE/ml) értékben adtam meg. A sejtszam vizsgalatahoz 0,01 @t adagoltam
4,5 ml steril fiziologias s6oldathoz. Homogenizalas utan 5 tagu higitési szitettem mind
a 3 minta esetében, minden mintanak 2 ismétlése volt. Ezen ig@s ok tagjaibol 0,1 ml-

t oltottam le steril Petri-csészékbe. A lemezontést MRS tdpagarral végeztem. Miutan az

MRS tépagar megszilardult, a lemezeket 37°C-on altam 48 oOran keresztil. Az

inkubalasi id0 elteltével megszdmoltam a bakté;i‘) eket. 30 és 300 kozotti koloniak

megszamlalasa elfogadhato. c‘

4.2.6. Pasztaz6 elektronmikroszkd

A mikrokapszulak morfologiaij inek vizsgalata Allatitermék és Elelmiszertartositasi

pasztazo elektronmikroszkoppal (SEM) tortént. A

Technologia Tanszéken t!éﬁ?
mintakat Vékuumka@ re ragasztottuk, majd a kamra a vizsgalat eldtt fokozatosan

200 Pa-ra csokkente nyomadst. A vizsgalat Thermo ScientificTM PrismaTM E

(Waltham, Mas$sadhusetts, USA) SEM késziilékkel zajlott 15 kV-os gyorsitofesziiltség
takvizsgalata 1000 és 14000-szeres nagyitassal tortént.

mellett.‘A

4.%ﬁkrokapszulézott probiotikumokkal dusitott almalé tarolasa 4 °C-on

A dusitott mintakat gy készitettem, hogy 90 ml almaléhez 0,2 g probiotikus mikrokapszulat
adtam. A dusitott almalé¢ mintak elkészitése utan a mintakat 4 °C-on taroltam. Kéthetente
vettem mintakat, meghataroztam a sejtszamot, illetve kovettem a pH alakulasat a 8 hetes

tarolas soran.
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4.2.8. Kapszulak jellemzdinek meghatarozasa

A bevond anyag kombinacid €s a mag-héj arany hatéasat a sejtek ¢letképességére, a hozamra
¢s a stirtiségre értékeltem. A Lactiplantibacillus plantarum 299v mikrokapszulazasdhoz 3
bevond anyag kombinaciét haszndltam, mag-héj arany=1:1, Maltodextrin: Rezisztens
Keményit; mag-héj arany=1:1, Tejsavofehérje: Denaturdlt tejsavofehérje; és mag-héj

arany=1:1, Maltodextrin: Tejsavofehérje.

4.2.8.1. Hozam meghatarozasa (&

A hozamot a szilard anyagok teljes mennyiségének liofilezés el6tti és utani merlegelésével

vettem figyelembe, a liofilizalas utdn a mikrokapszulak teljes egét. A teljes
szilard tomeg ardnyanak szézalékos aranyat a liofilizalas L@é a liofilizalas elott

hozamként abrazoltam, az alabbi egyenlet szerint.

Y% = —xlogbé

ahol Y a hozamra (%) utal, mp és m; a % s elotti, illetve utdni 0ssztomeget (g)

jelentette.

4.2.8.2. Striiség meghatarozg O
{

A stirtiséget 1 g minta técfo mérésével hataroztam meg egy 5 ml-es hengerben 2 perc

vortexelés utan. A sifliség mérése az alabbi egyenlet segitségével tortént.

N

ahol a s‘i%(k m?), m a minta tdmege (kg), v pedig a hengerben elfoglalt térfogat (m?).

S
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kutatomunkam sordn a Lactiplantibacillus plantarum 299v torzs mikrokapszulazasat és

¢letképességének vizsgalatat végeztem el. A mikrokapszuldk készitése 3 kiilonbozd

Osszetételli keményitd és fehérje alapu védéanyagok hozzdadasa mellett tortént. Az egyik

anyag, amit a kisérlet sordn hasznaltam poliszacharid bevonoanyag volt, ami maltodextrin

¢és rezisztens keményitd (tovabbiakban MD:RS) keveréke volt. A masodik bevon@a@;ag
e

fehérje bevond anyag volt, ami tejsavofehérje, valamint denaturalt tejsayefchetje

(tovabbiakban WP:DWP) keveréke volt. Végiil a harmadik bevond anyag illard-
reakcio termékei, maltodextrin ¢és tejsavofehérje (tovabbiakban M@P A
mikrokapszulak jellemzdinek, valamint ¢életképességének meg té%hoz, a harom
mikrokapszula formuléaciét parhuzamosan vizsgaltam hasonlé kt@

eredményeket egymassal 0sszehasonlitottam. b

Vizsgaltam tovabba a Lactiplantibacillus plantarum 1{%}26 bevono anyagokkal bevont

mikrokapszulak életképességét almalében. /‘;b

5.1. A kapszulak készitése és jellemzése

O

A mikrokapszulak elééllitéié \ @ p. plantarum 299v felszaporitasa sikeresen megtortént.

kozott, majd az

A baktérium a felszapogita centrifugaldssal 0sszegyljtésre keriilt, majd megtortént a

probiotikus baktériunimi apszulazasa kiilonboz0 falanyag kombinaciok alkalmazasaval.

A liofilizalas @t ilonb6z6 tipust mikrokapszulak jellemzését, majd a sejtek
eletkepessege e xllemzését végeztem el. A mikrokapszuldk morfologiajanak
megall@jé asztazo elektronmikroszkopidval tortént. A kapszulak jellemzdit stiriségre,

amra értékeltem.

5.1.1. Hozam és siirtiség meghatarozasa

A kapszulazasi hozam ¢és a siirliség alapvetd paraméterek a probiotikus mikrokapszuldk
gyartasa, csomagolasa és taroldsa soran. A Lp. plantarum 299v torzs kapszulazasanak

hozamat és strtiségét harom kiilonb6z6 bevono anyagnal a 3. tablazatban mutatom be.

A hozam a MD:RS, WP:DWP, valamint MD:WP bevoné anyaggal bevont mikrokapszulak
esetében 57,18%, 59,76% ¢€s 55,79% volt. A hozam adatok alapjan meghatarozhat6, hogy a
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WP:DWP készitménynek volt a legnagyobb hozama, a legrosszabb hozam a MD:WP

készitmény esetében volt.

Az dmlesztett stirliség a MD:RS, WP:DWP, valamint MD:WP formuléciok esetében 0,25
g/em?, 0,27 g/em® és 0,16 g/cm® volt. A siiriiség adatok alapjan megéllapithato, hogy a
MD:RS, valamint WP:DWP kapszuldk stirisége hasonld. Ezzel ellentétben a MD:DWP
kapszula stirtisége kisebb. A hozam, illetve siirliség adatok alapjan lathat6, hogy a bevono

anyagok nagyban befolyasoljak ezeket a paramétereket.

)Y

3. tablazat: A kiilonb6z6 bevono anyagokkal bevont kapszulak j ell;lf@

S
Bevono anyagok Hozam (%) Qs)

Maltodextrin:Rezisztens

Atlag 57,18% 6\' *0,25

keményitd SZ6r4s 0.9 0.01
Tejsavofehérje:Denaturalt Atlag (& %o 0,27
Tejsavofehérje S76 zs \/‘/‘ 051% 0.02
Atlag ¥ 55,79% 0,16

Maltodextrin: Tejsavofehérje

zOras 0,87% 0,00
4
“b»:

Rather és munkatarsai (2007) kisérlete soran alginattal mikrokapszuldzott Lp. plantarum

NCDC201 térzsehasznaltak. A hozam a mikrokapszulazas soran 72,48% volt. Zhao. és

mikrokfpszu készitmény hozama 40,80% volt. Tao és munkatarsai (2019) kisérlete
so% y tejjel bevont Lactobacillus paracasei Lpc-37 torzs hozama 75,70% volt.
Eze

munkatérd\z 8) kisérletében az A-tipusu zselatinnal bevont Lp. plantarum ST-II1
0

az eltéréseket a hozamban a poliszacharidok kozotti kiilonbségek okozzak. Az

adatokbol megallapithato, hogy a poliszacharid tipusa nagyban befolyasolja a hozamot.

Sun és munkatarsai (2023) kisérletében a, 1:1 mag-héj aranyt maltodextrint és rezisztens
keményitét onmagaban tartalmazd, készitmények strlisége az altalam készitett MD:RS,
mag-héj arany 1:1 készitményhez képest alacsonyabb, valamint magasabb volt. Ez az eltérés
a kiilonboz6 bevono anyaggal bevont mikrokapszulak kozott a maltodextrin nedvességhez

vald affinitasa miatt van.
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Sun ¢és munkatarsai (2022) kisérletet végeztek kiilonbozé fehérjével bevont
mikrokapszulakkal, kiilonb6z6 mag-héj aranyokkal. Az 6t kiillonb6zd készitmény az altalam
1s vizsgalt tejsavofehérje, valamint denaturalt tejsavofehérje kiilonbozo aranyu 6sszeallitasai
voltak: WP; WP:DWP, 3:1; WP:DWP, 1:1; WP:DWP, 1:3; valamint DWP volt. A mag-h¢j
aranyok mindegyik készitmény esetében 1:1, valamint 1:1,5 volt. A kisérletiik sordn a
WP:DWP (1:1), 1:1,5 mag-héj aranya készitmény esetében a hozam kb. 2-4%-kal volt
magasabb, mint az én kisérletemben ugyanezen készitmény 1:1 mag-héj arany készitmény
hozama. Ezek alapjan a kiilonb6z6 mag:héj ardnyok nem befolydsoljak jelent& a
hozamot. A hozam az 1:1 mag-héj aranya WP, valamint DWP készitmény, ¢ben

/xgkek. Ezt
a hozam kiilonbséget a fehérje komponensek 6nallo alkalmazés esetén % sztva szaritas

alacsonyabb volt, mint az én kisérletemben egylittes alkalmazasuk soran k

soran bekovetkezo vizveszteség okozhatta.

Rajam és Anandharamakrishnan (2015) kisérletiik soran b igoszachariddal (FOS),
frukto-oligoszacharid + tejsavofehérje izolatumm + WPI), illetve frukto-
oligoszacharid + denaturalt tejsavofehérje izolatum S + DWPI) mikrokapszulazott
Lactiplantibacillus plantarum MTCC 5422,t0fz8et) vizsgaltak. Az 1:1 mag-héj aranyu

, lletve FOS + DWPI esetében 0,564 g/cm?,

készitményeknél a stirtiség a FOS, FOS +
0,434 g/cm?, illetve 0,473 g/cm?® volt. AZ eredményekbdl megéllapithatd, hogy a denaturalt
tejsavofehérje novelte a stirtiséget ofehérjéhez képest, ahogyan ez az és kisérletem
soran is tapasztalhato volt. Fség a tejsavofehérje izolatumnak koszonhetd, amely a

kapszuladkban tiregeket eko

512. A kapsz'% morfolégidja

Az elek szkopos technikdk hasznosak a baktériumokat tartalmazd és iires
mi ok‘ érettartomanyarol, a matrix mikroszerkezetérél és a matrixban 1évo
balé ok altal okozott esetleges valtozasokrol szold informéaciok megszerzéséhez. A

hideg feliileten végzett pésztéz() elektronmikroszkc')pia (cryo-SEM) alkalmazasaval
tanulmanyozasara, valamint a baktériummal ¢és baktérium nélkiili kapszuldk
megkiilonboztetésére. A cryo-SEM, beleértve a fagyasztas-torést is, lehetdveé teszi a matrix
részleteinek, valamint a hordozoanyag és a baktériumok kozotti kdlcsonhatas megfigyelését.

(Serna-Cock, és Valleio-Castillo, 2013).
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A pasztaz6 elektronmikroszkopos (SEM) felvételek részletes informéciokat szolgaltatnak a
minta feliileti topografidjarol. A Lp. plantarum 299v torzs szabad sejtjeinek mikroszkopos
képeit a 2. A és B 4bra, mutatja. A kiilonb6z6 héjanyagh mikrokapszulazott Lp. plantarum
299v szerkezetének képeit a 2. C-H abra, mutatja. A nagyitds, mind a szabad, mind a
kiilonb6z6 héjanyagu sejtek esetében, 1000x-es, illetve 14000x-es volt. A szabad sejtek (2.
A, B abra) mérete kisebb, mint a mikrokapszuldzott sejteké. Ez a kiilonbség jol mutatja a
bevond anyagok védelmét a sejt tal nagy mértékii vizvesztése ellen. A sejtek mérete a
citoplazma zsugorodasanak eredménye, amelyet a dehidrataci6 okozott, 1& a
mikrokapszulazott sejteknél nem volt tapasztalhaté hasonld zsugorodés. Az 'b% jol
lathato a sejtek csoportosuldsa, illetve 14000x-es nagyitdson a sejtek pa l1aKja. Ezt a
csoportosuldst a liofilizalas soran a viz elparolgasa eredményezh q kondenzalt
szerkezetet eredményez. Emellett a 14000x-es nagyitas megmutatja, alca alakt Lp.
plantarum 299v sejteket sikeriilt homogénen mikrokaps&@és bevonni a bevond

anyagokkal. Tovabba a mikrokapszulazott mintak esetén (2.
a sejtek eloszlanak a bevon6 anyagban, valamint a bef

bra,) megfigyelhetd, hogy

yag feliiletén is jelen lehetnek.

Ez azt jelenti, hogy a probiotikumok VéletI?v‘f) en oszlanak el a feliileten és a
i 1116

mikrokapszuldk belsejében. A mintadkban e Obb kisebb repedés, illetve lyuk lathato

,

(2. C-F abra,). Ezt a jelenséget okozhatta g tejsavofehérje, valamint denaturalt tejsavofehérje
sajatos szerkezete és egyedi tulaj donq&lf)e okozhatja a rezisztens keményito is, ami miatt

tobb keményitészemcse is la t a felszinen. A Maillard-reakci6 termékkel bevont
mikrokapszulak esetébe (3 abra,) aggregalddott pehelyszerli szerkezet lathatd, mely
a magas homérsékletuek, mint a vizvesztésnek eredménye lehet. Ez a szerkezet a fehérje
szerkezetében a glikozil&€10 okozta valtozasnak koszonhetd, amely durva és rogos szerkezet
kialakulasat ere %yezte. A részecskék morfologiaja nagyban befolyasolja néhany fizikai

tulajdogsé ialakulasat, példaul a porok strtiségét és rehidratalhatosagat.

%‘Z}*
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Mag-héj ardny=1:1

Szabad sejt

MDES=1:1

WPDWP=1:1

MD:-WP=1:1

o i AP
Y
g

¢ g 7
abra: Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek a Lp. plantarum 299v kiilonb6z6
készitményeirél MD — maltodextrin, RS — rezisztens keményitd, WP — tejsavofehérje,

DWP — denaturalt tejsavofehérje
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5.2. Lp. plantarum299v életképességének vizsgalata almalében 4°C-on

torténo tarolas soran

A fagyasztva szaritott mikrokapszulak eléallitdsa utan disitassal allitottam eld funkcionalis
probiotikum tartalmu almalevet. A dusitott almalében vizsgaltam a mikrokapszulak 4°C-on
torténd tarolas alatti életképességét, valamint a gytimolcslé pH valtozasat. A sziiretlen almalé

kiindulasi pH-ja 3,65 volt, mely érték (3. dbra) az els6 négy hétben mindegyik készitmény

esetében novekedett. &

50 r
4,8 r
4,6 + ——MD:RS
44 WP:DWP
42 t MD:WP

L 4

40 | 5
e

3,8 t /

36 i
34

32

3’0 1 1 1 1 1 ]
0 10 20 30 40 50 60

1d6 (nap)

\

3. abra: Lp. pla %\VJpH-ja dusitott almalében 4°C-on torténd tarolds alatt
kiilonbozé bexond/anyagok esetében. MD — maltodextrin, RS — rezisztens
keményit.('i&VvP — tejsavofehérje, DWP — denaturalt tejsavofehérje
A

A %hétt(’)’l a nyolcadik hétig a két azonos polimerbdl, fehérjébdl (WP:DWP),
valamimt szénhidratb6l (MD:RS) allo kapszuldzott probiotikumot tartalmazoé almalé
esetében tovabbi novekedés volt tapasztalhatd, s a kémhatds meghaladta a pH 4 értéket. A
kevert osszetételti (MD:WP) kapszulazé anyagot tartalmazo készitmény esetében azonban a
negyedik hét utan a pH csokkent. Ez a csokkenés annak koszonhetd, hogy a mikroba
elkezdte fermentdlni az almalevet. Ez a fermenticios folyamat okozta a MD:WP
kapszuldzott probiotikummal duasitott almalében a legnagyobb mértékii sejtszam

novekedését, ami a negyedik €s a hatodik hét kozott tortént. A Lactiplantibacillus plantarum
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299v sejtszdma a 8 hetes tarolas alatt (4. abra), mind a WP:DWP, mind a MD:RS

mikrokapszulazott készitmény esetében csokkent az elsd két hét alatt.

9.0 r
8,0
7.0 F
A
R —— - —
2 - : . ‘
\50 r M ¢
S —
(&
a0 |
on
Q
— 3,0
—+— MD:RS
20 ' _—s—wpP:DWP
1,0 r MD:WP
O’O 1 1 1 1 1 ]
0 10 20 30 40 50 60

1d6 (nap)

4. abra: Lp. plantarum 299v sejtszama dusito t@i:n 4°C-on torténd tarolas alatt
kiilonb6zé bevond anyagok eset¢ — maltodextrin, RS — rezisztens
keményitd, WP — tejsavofehérje, D%enaturélt tejsavofehérje

S
O

A WP:DWP bevont keszmqen eben a masodik hét utan stagnalas lathato a hatodik hét
végéig, majd az uto %etben ismét a sejtszam kismértékli csokkenése volt
megfigyelheté. A MIR:RS Devont készitmény esetében a sejtszam folyamatosan csokkent,
amely a masodlk hatodik hét k6zott mérséklddott, majd a hatodik és nyolcadik hét kozott
megint a eﬁ ¢thez hasonld csokkenést mutatott. Ellentétben a MD:WP bevont
készitnfe x | a sejtszdmban a 8 hét alatt nem volt tapasztalhatd csokkenés. A kezdeti

% végi sejtszam valtozas logaritmusa a MD:RS, WP:DWP, valamint MD:WP
készitmenyek esetében, -1,28; -1,14; valamint, 0,27 volt (4. tablazat).

Ezek alapjan levonhato az a kovetkeztetés, hogy a MD:WP bevonod anyaggal
mikrokapszulazott Lactiplantibacillus plantarum formulécio jobb védelmet nyujtott a
Lactiplantibacillus plantarum-nak az almalében, mint a WP:DWP, vagy a MD:RS
formulaciok. A WP:DWP valamint MD:RS mikrokapszulazott készitmények kozotti eltérés

csekély.
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4 tablazat: Lp. plantarum Log (N) kiilonbsége a 0. hét és a 8. hét kozott dusitott

almalében 4°C-on torténd tarolas alatt kiilonb6zd bevond anyagok esetében.

Kapszula tipus Log (N) véaltozas
maltodextrin: rezisztens keményitd -1,28
tejsavofehérje: denaturalt tejsavofehérje -1,14
maltodextrin: tejsavofehérje 0,27 \J

A 4. dbra alapjan lathato, hogy a MD:RS, illetve WP:DWP készit en%ben a sejtszam
ugyan lecsokkent 10° TKE/ml ald tarolas soran, azonban XC Okkenés csak 1
nagysagrendii volt, ami alapjan levonhat6 az a kovetk b , hogyha a kiindulasi
sejtszamot nagyobb értékre, pl. 10° TKE/ml-re allito a bevonod anyagok képesek
védelmet nyujtani a mikrokapszulaknak savas koz egalabb 2 hoénapig. A MD:WP
készitmény esetében a sejtszam 2 honap utam is(alkiyndulasi 10® TKE/ml felett volt, nem
mutatott csokkenést, vagyis a bevond anya megvédeni a probiotikumot, s megfelel a
kovetelményeknek.. A probiotikus késziffnényeknél az €18 sejtszam als6 hatara 10" TKE/ml.

Zﬂérték felett marad, akkor a termék tejmentes

Hogyha a sejtszam a tarolds sora
probiotikus italként funkcu‘n @ megfelel a ndvekvo keresletnek.

A Lactiplantibacillus@ NCIMB 8826 torzsével korabban mar végeztek kisérletet
almalében. Ro‘tzerts unkatarsai, (2018) és szimuladlt gyomor- ¢és bélrendszeri
koriilmények kg vizsgaltak a torzs életképességét. A kisérletet az én kisérletemhez
hasonléar\- torténd taroldssal valositottdk meg, mely a kisérletemmel ellentétben
azonba 15 napig zajlott. Az almalé kiindulasi kémhatdsa pH 5 koriil volt és szabad,
va tinen rogzitett sejteket tartalmazott. Az eredmények ebben a kisérletben nagyban
hasonlitanak az altalam kapott MD:WP bevond anyaggal bevont mikrokapszuldk altal
mutatott eredményekhez. A kisérlet soran az immobilizalt sejtek szdma a kisérlet végére
8,05 log TKE/ml-re nétt. A sejtszam novekedése a Maillard reakcid termékekkel
kapszulazott készitményem esetében is megfigyelhetd volt. A pH a kisérlet alatt
folyamatosan csokkent, ami betudhaté a sejtek szaporoddsanak, tehat a fermentacid
megtortént. A fehérjematrixba torténd emulzios kapszulazast eddig nem emlitette publikacio

a probiotikumok gylimolcslevekben valo alkalmazéasaval kapcsolatban. Tovabbi kisérletekre
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van sziikség a fehérje és poliszacharidok szerepének megértéséhez a probiotikumok savas

pH-n val¢ stabilitasaban.

5.3. Mikrokapszulazott Lactiplantibacillus plantarum 299v fermentacioja

almalében

A szliretlen almalében 37°C-on torténd fermentacid soran a probiotikum szaporodﬁr:ak
vizsgalatahoz kiilonb6zd anyagokkal bevont liofilezett mikrokapszulékat haf@tam.
Vizsgaltam a kiindulasi kozeg pH-janak hatdsat a fermentaciora. Az almalé ergdeti pH-ja
3,52 volt, melyet a mintak egyik felében a probiotikum szaporodéasana Z(’Sbb, pH 6
értékre allitottam a fermentacidét megelézden. \

Az 5. abra jol mutatja, hogy a pH 6-os gylimolcslében a 'V@észitmény esetén a pH
azonnal elkezd csokkenni. Ez a pH csokkenés megerdgsi y a fermenticid e minta
esetében mar az elsd 16 oraban elkezdddott. é:’

A

6,5

----_--B
6RIZT==T TSss !
)
S

5)5 ~\ \\

5 - S

- ~
%«4,5 w----___-- N\

4

3,5
3
2,5

2
0 5 10 15 20 25 1dd (oray) 35 40 45

4~ pH Eredeti MD:RS pH 6 MD:RS e={ == pH Eredeti WP:DWP
= {J= pH 6 WP:.DWP e=@==pH Eredeti MD:WP e <Ge= pH 6 MD:WP

5. ébra: pH alakulasa Lp. plantarum 299v térzzsel kiilonb6z6é pH-n, kiilonb6z6 bevono
anyagok esetében fermentalt almalében. MD — maltodextrin, RS — rezisztens keményitd,

WP — tejsavofehérje, DWP — denaturalt tejsavofehérje
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A MD:RS készitmény esetén a pH 6 értékii almalé pH-ja a 40 6ra alatt nem mutatott nagy
valtozast, a pH minddssze 0,5-6t csokkent, ami jelzi, hogy a fermentacié ennél a mintanal
nem indult be A WP:DWP pH 6-0s minta pH-ja az utols6 24 6raban csokkent. Ez azt mutatja,

hogy a fermentacio csak 16 6ra utan indult be.

A Lp. plantarum 299v sejtszama 37°C-on torténd fermentacio alatt eltéré eredményeket
mutatott a kiilonb6zo készitmények esetében (6. dbra). Mind az eredeti, erdsen savas, mind
a pH 6-os MD:WP mintéaval beoltott almalé¢ azonnal elkezdett fermentalddni. Az eredeti pH-

ju minta sejtszama a 24 6rat kdvetd 16 ora alatt kis mértékben csokkent, ellentétb

mintaval, ahol a sejtszam az utols6 16 ordban is novekedést mutatott. A MD: ésZitmény
esetében a 40 6rés fermentaciot kovetd sejtszdm meghatarozas eredmén@n nem volt
lathatdo szamolhatd mennyiségii telep. A WP:DWP készitméwn eredeti pH-ju

gylimolcslében szintén nem volt €10 sejtszam detektalhato. P:DWP minta

sejtszama a 40 ora alatt folyamatosan novekedett, 9,6 log 1) értékig. 24 6ranal a

harom minta sejtszdma kozel azonos volt, azonban 404rdna D:WP készitmény eredeti
pH-ju, illetve pH 6 minta esetében a sejtszdm 8,5 ¢ 8,72 log(TKE/ml) volt. Ebbdl
kovetkezik, hogy a kapszulazas megvédte a sgjteket, 2 savas kiinduléasi pH esetén is hasonlo
szaporodast lehetett elérni, mint az opti Ornyezeti viszonyok kozott. Mivel a pH
valtozas az Osszes eredeti pH-ji minfa esetében hasonld volt, feltételezhetd, hogy a
fermentéacio sikeresen lezajlott n@ poliszachariddal, mind a proteinnel bevont

készitmények esetében is. ‘

A WP:DWP keszrm@ eoltott pH 6 almalé esetében 40 Orandl a sejtszam egy
0

nagysagrenddel naga It, mint a MD:WP készitmény esetében.

Mind a MD: ,Nﬁnd a pH 6 WP:DWP készitmény esetében sikeresen lezajlott a
ferment@icioSyfolyamat. A legnagyobb sejtszamot a pH 6-o0s készitmenyek koziil WP:DWP
beyoho gal bevont készitmény eredményezte. Az eredeti pH-ju készitmények esetében
csa%/lD:WP esetében volt sikeres a fermentacio. A sejtszam mindkét bevond anyag

esetében 107 TKE/ml felett volt a 40 6ras kisérlet végén.
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6. abra: Lp. plantarum 299v sejtszama dusito ahﬁ;t'e" 7°C-on torténd fermentacié alatt
kiilonb6z6 pH-n, kiilonbdz6 bevond anyag%e en MD — maltodextrin, RS — rezisztens
keményitd, WP — tejsavofehérje, DWP denaturalt tejsavofehérje

Hasonlo koriilmények kozott tob is Vegzett kisérletet Lactiplantibacillus plantarum
ATCC14917, valamint Lacli cillus plantarum PCS 26 torzsekkel. Li és munkatarsai
(2018) a Lp planta;@ﬁl 4917 torzzsel fermentdlt almalé antioxidans aktivitasat
vizsgaltak. A 72.(')rés taciod soran az almalé pH-ja végig csokkent. A kiindulasi pH 6,2

volt, ami 24 o6ra tével 4,36-ra, 48 ora elteltével pH 3,93-ra, 72 ora elteltével pH 3,68-ra

CSOkkeI‘lt x Okkenés hasonld mértéke volt megfigyelhetd az én kisérletem soran is a
pH= M@ esetében. A csokkenés itt nem volt olyan gyors, illetve nagymértékii, ami
at

m 0 azzal, hogy a Lp. plantarum 299v mikrokapszuldzva volt. A WP:DWP
bevono anyag esetében azonban a pH csokkenése megegyezo volt, 16. 6ranal a pH 6,2 volt,
ami a 40. 6rara pH 4,2-re csokkent. Ez ugyanugy 2 pH értékli csokkenés 24 ora alatt, a

fermentacido megkezdésétdl, mint a Li és munkatérsai (2018) altal tapasztaltak.

Dimitrovski €s munkatarsai (2015) a Lactiplantibacillus plantarum PCS 26 torzsével
fermentaltak almalevet szabad sejtekkel 35 oraig. Az almalé kezdeti kémhatasat pH 3,5; pH
4,2 és pH 5,1 értékre allitottak. A 3,5 kezdeti pH esetében a pH a 35 6ra alatt nem valtozott,
hasonldéan az ¢én kisérletemben a MD:RS, valamint a WP:DWP eredeti pH-ju mintak
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esetében. Dimitrovski és munkatarsai (2015) kisérletében a sejtszam a pH 3,5 esetében nem
novekedett, ellentétben az én kisérletemnél a MD:WP készitménnyel. Ezt a kiilonbséget
okozhatta a MD:WP bevonat, mely megvédte a Lp. plantarum 299v torzset, ami lehetové
tette, hogy a térzs szaporodni tudjon, mig Dimitrovski €s munkatarsai (2015) szabad sejteket

alkalmaztak, mely nem volt védve a savas pH-tol.
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6. OSSZEFOGLALAS

A probiotikumok megfeleld mennyiségben adagolva egészségiigyi elényoket biztositanak a
gazdaszervezet szdmara. A legtobb probiotikus élelmiszer tejtermék alapu, de a ndvényi
alaptl matrixok, példaul a gyiimdlcslevek is nagyon jo hordozdként szolgalnak a probiotikus
sejtek bejuttatasara. Természetes tulajdonsagaik miatt friss, taplalod és betegségmegel6z6
¢lelmiszernek szamitanak, ezért a gyiimolcslevek vilagszerte népszeriiek és kedveltek a
fogyasztok korében. A gyartds, tarolds és emésztés soran szamos tényezd, p K
oxigénszint, a magas homérséklet és az alacsony pH befolyasolhatja a @‘}%mok
¢letképességét és mikodoképességét. A mikrokapszulazasi technologia ig€retes"megoldast
kinal a probiotikumok védelmére. A védelem hatékonysagat sza % befolyasolja,
tobbek kozott a bevond anyag tipusa és jellemzoi. Emelle“x a probiotikus

mikrokapszulék alkalmazasi lehetdségeinek feltarasa.

A kisérlet soran vizsgaltam a Lp, plantarum 299v torz kiilonbodz6 bevono anyaggal
torténd mikrokapszulazasanak hozamat, a kap iriiségét, valamint morfologiajat.
Emellett kisérletet végeztem mikrokaps aktériummal dusitott almalével. Az
almalében megallapitottam a tarolas S% pH valtozast, valamint a kapszulak
¢letképességét.

A pasztazo elektronmikrosz Qorfolégia megallapitdsa érdekében tortént. A palca
alaka Lp. plantarum 299y s ikrokapszulazasa sikeres volt.

A legnagyobb sejtszam a Kisérletem sordn a 4°C-on torténd tarolds esetében a Maillard-
reakcio termék% on6 anyag esetében 8,33 log (TKE/ml) volt. A poliszacharid, illetve
fehérje beyo yagoknal a kiindulasi sejtszam volt a legmagasabb, 6,03 log (TKE/ml),
illetve 8 (IKE/ml). A hozam poliszachariddal, fehérjével, illetve Maillard-reakcio

% evont mikrokapszuldk esetében 57,18%, 59,76%, illetve 55,79% volt. A
fe acios kisérlet sordn a fermentacio a fehérje, illetve Maillard-reakcio termék bevond
anyagok esetében sikeresen lezajlott, a legmagasabb sejtszam 9,60 log (TKE/ml), illetve
8,72 log (TKE/ml) volt, a pH 6 kiindulasi pH-ju almal¢ esetében. Az eredeti pH-ji almalevek
fermentacidja soran a Maillard-reakcio termék bevond anyaggal kapszulazott probiotikum

eredményezte a legnagyobb sejtszamot, mely 8,76 log (TKE/ml) volt.

A szakdolgozatomban a Lp. plantarum 299v torzs harom kiilonb6z6 bevond anyagokkal

tortént mikrokapszuldzasat tanulmanyoztam funkcionalis élelmiszerekben torténd
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alkalmazasa céljabol. A mikrokapszuldk bevonédsa a harom kiilonb6z6 bevono anyaggal,
poliszacharid, fehérje, illetve Maillard-reakcid termékkel, sikeres volt. A bevond anyag
befolyésolta a hozamot, stirtiséget, valamint az ¢letképességet. A harom bevono anyag koziil
a Maillard-reakci6 termék bizonyult a legjobbnak, mivel ez a bevon6 anyag biztositotta a
legjobb ¢letképességet az almalében tarolds sordn, valamint a fermentdcid esetén is

megfeleld védelmet nytjtott savas kdzegben.

Osszességében ezek a kisérletek értékes eredményeket szolgalnak a hatékony prob%us

mikrokapszulak kifejlesztésébe, melyek széleskorli alkalmazasi lehetdséggel renw ek

az élelmiszerek dusitasaban. /‘)

A jovébeni kutatasok értékesek lehetnek a mikrokapszulazas optimali '@a kiilonb6z6
bevond anyagokkal, valamint a probiotikus készitmények él% re kiilonb6zo

gyiimolcslevekben. E O
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