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Roviditések jegyzéke:

AMP = (antimicrobial peptides) antimikrobialis peptidek
ATCC = (American Type Culture Collection) amerikai tipusu sejtkultiara
gyljtemény
BALT = (bronchus associated lymphoid tissue) tiid6h6z kapcsolt limfoid
szovet
DNBS = (dinitrobenzene sulfonic acid) dinitrobenzol szulfonsav
DP = (depolimerisation) polimerizacids fok
ECACC = (European Collection of Authenticated Cell Cultures)
hitelesitett sejttenyészetek eurdpai gylijteménye
EFSA = (European Food Safety Authority) Eurdpai Elelmiszerbisztonsagi
Hatosag
FDA = (Food and Drug Administration) az USA Elelmiszer- és
Gyogyszerengedélyezési Hivatala
FOS = (fructooligosaccharide) frukto oligoszacharid
FOSHU = (food for specified health use) kiilonleges egészségiigyi célu
¢lelmiszer
GALT = (gut associated lymphoid tissue) bélhez kapcsolt limfoid szovet
GIT = (gastrointestinal tract) emésztérendszer
GOS = (galactooligosaccharide) galakto oligoszacharid
GRAS = (generally recognized as safe) elismerten biztonsagos
HMWDF = (high molecular weight dietary fiber) magas molekulastulyt
diétas rost
IBD = (inflammatory bowel disease) kronikus gyulladasos bélbetegség
IBS = (irritable bowel syndrome) irritabilis bél szindroma
IEL = (intra epithealis lymphocita) intra epithealis limfocitak

6



IES = (irritable eye syndrome) irritabilis szem szindréma

Ig = (immunoglobulin) immunglobulin

IL = (interleukin) interleukin

IMS = (irritable mind syndrome) irritabilis elme szindroma

LMWDF = (low molecular weight dietary fiber) alacsony molekulastulyt
diétas rost

MATS = (microbial adhesion to solvents) mikrobak olddszeres adhézioja
MODS = (multiple organ dysfunction syndrome) tobb szervi
mikodészavar

MOF = (multiple organ failure) tobb szervi elégtelenség

PAMP = (pathogen associated molecular pattern) patogén asszocialt
molekularis mintazat

PBS = (phosphate buffered saline) foszfat pufferelt fiziologias sooldat
PRR = (pattern recognition receptor) mintazatfelismerd receptor

RONS = (reactive oxygen, -nitrogene species) reaktiv oxigén és nitrogén
fajtak

SCFA = (short chain fatty acid) rovid szénlanct zsirsav

SIRS = (systemic inflammatory response syndrome) szisztémas
gyulladésos valasz szindroéma

Th = (T-helper) T-limfocitak szubpopulacioja

TLR = (toll-like receptor) toll-like receptor

TNF-o = (tumour necrosis factor alpha) tumor nekrézis faktor alfa



1. Bevezetés

,»A bélflora a foldi €letet altalanosan jellemzo ellentétpar igazi klasszikus
példaja. A vastagbél a legnagyobb harci terepe a jo €s a rossz
mikroorganizmusok sziinteleniil foly6 harcanak.”

/Szakaly Sandor/

A 20. szazad utolso két évtizedében kezdtek behatobban foglalkozni az
Ilja Iljics Mecsnyikov altal tett megallapitassal, miszerint a bél mikrobiota
jelenlétének hatdsa és az egészség koOzott szoros Osszefiiggés
tapasztalhatd. Egy egészséges emberi bélcsatorndban, normal
koriilmények kozott 200-500 baktériumfaj talalhato meg, illetve a
kiilvilaggal érintkez6 szerveken szintén nagy szamban vannak jelen. Ezen
jotékony baktériumok a szervezettel szimbidzisban, egy biologiai
komplexet alkotnak (mikrobiom), ennél fogva tehat nem elhanyagolhato,
milyen torzsek, fajok alkotjak, és mekkora szamban vannak jelen
¢életiinkben. Valgjdban milyen hatasuk van az egészségiinkre, hogyan
befolyasoljak mindennapi kozérzetiinket €s milyen modon jarulnak hozza
a jobb életmindség eléréséhez?

Sajnos napjainkban szamos tényez0 veszélyezteti a bél kedvezd
mikrobiologiai Osszetételét, mint példaul a kevés bioaktiv anyag
fogyasztasa, kiilonboz6 stresszorok, fert6zések, antibiotikumok gyakori
alkalmazasa, stb. Az egyik kritikus idészak az anyatejes taplalasrol a
vegyes taplalkozasra torténd attérés. A kedvezotlen életvitel kialakulasa
miatt a gyerekek és a felndttek is veszélyeztetettek. A mai modern,
rohan6 ¢életvitelt folytatd, a természettdl eltdvolodott ember, a

funkcionalis termékek fogyasztasaval sokat tehet az egészsége



megorzéséért. A funkcionalis termékek egyik fontos csoportjat alkotjak a
pre- és a probiotikus élelmiszerek. A probiotikumok szamos élettanilag
kedvez6 hatassal rendelkeznek, mint a patogének elleni védekezés
eldsegitése, elonyds immunmodulédcids hatas, rovid szénlancu zsirsavak
termelése, vitaminszintetizalas, laktoz lebontasa, kedvezO hatas a
bélbetegségek enyhitésére, allergias reakciok mérséklése, rak elleni védo
hatds, vér lipid profiljdnak javitasa, koleszterinszint csokkentés. A
prebiotikumok fogyasztasa hasonlo élettani elényokkel jar, mintegy
kiegészitik, eldsegitik ezen, kedvezd hatasok Iétrejottét. Mindezen
hatasok mellett javitjdk a Ca és a Mg hasznosuldsat is ¢és igy
hozzajarulhatnak a csontritkulas megel6zéséhez.

Napjainkban a tudatos vasarlok elényben részesitik azokat az
¢lelmiszeripari termékeket, amelyek eldsegitik az egészség megdrzését és
helyreallitasat. A kiilonbozo ¢€16floras, fermentalt tejtermékek az egyik
legelterjedtebb képvisel6i ezeknek a készitményeknek. Az ¢é16flora
emberi szervezetre gyakorolt kedvezd hatasa azonban nem minden
esetben biztositott. A taplalékkal bevitt, jotékony baktériumoknak tal kell
¢lnitik az emésztd rendszer fels@ szakaszan valo athaladast, meg kell
tapadniuk a bélfalon, és ki kell fejteniiik az egészségre gyakorolt pozitiv
hatasaikat. Ezek a tulajdonsagok in vitro és in vivo kisérleti rendszerek
segitségével egzaktul mérhetéek. Tovabbi fontos szempont a tejtermékek
eldallitasa soran az ¢lelmiszerbiztonsag €s a gazdasdgossag. Az eldallitas
koltségeit tejipari melléktermékek felhasznalasaval tarthatjuk alacsony
szinten, mindemellett a kdrnyezeti terhelést is csdkkenteni tudjuk a magas
biologiai értékkel rendelkezé hasznos alapanyag kozvetlen, keletkezési

helyén torténd felhasznalasaval.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Funkcionalis élelmiszerek
2.1.1 A funkciondlis élelmiszerek eredete

A funkcionalis élelmiszerek alapgondolata a Tavol-Keletrdl szdrmazik,
ahol azt a szemléletet valljak, hogy az elfogyasztott taplalék egyben a
gyogyszer szerepét is betoltheti. A keleti kultira életmodja és étrendje
magaban hordozza az egészség meglrzését és a gyogyitast, ennek egyik
példaja a Nagy Kinai Gyodgyszerkdonyv a ,,Shinongbonchokyung”,
melyben a betegségekre kiilonbozd allati, ndvényi és dsvanyi taplalékot
javasolnak gyogyirként. Nem véletlen tehat az sem, hogy ez a felfogés
tovabbra is fennmaradt és napjainkban Kindban érik el a legmagasabb
¢életkort (Hue & Kim, 1997). A Karpat-medencében, a hagyomanyos
magyar népi gyogyaszat is elOszeretettel alkalmazta a bioaktiv
komponenseket tartalmazd ndvényeket human célokra és a haziallatok
gyogyitasara (Babulka, 1998). Megszivlelve Oseink tapasztalati tudasat,
napjainkban jra  beépitjiik  étrendiinkbe az  élettanilag  aktiv
komponenseket tartalmazo €lelmiszereket. Az elmult 30-40 évben a
nyugati orszadgokban is elterjedtek az egészségtudatos, funkciondlis
¢lelmiszerek, minden nemzet megprobalta a sajat hagyomanyaihoz,
kultarajdhoz és étkezési szokdsaihoz igazitani a termékek szines skalajat
(Kwak & Jukes, 2001).

2.1.2 A funkcionalis élelmiszerek megjelenési formai

A funkciondlis élelmiszer a taplalkozas 4ltali energia biztositasan

talmenden (elsédleges funkcid) és a megfeleld, a fogyasztd altal elvart

10



érzékszervi tulajdonsagain (masodlagos funkcio) tal, egy vagy tobb olyan
hatassal rendelkezik, melyek hozzajarulnak egészségiink megérzéséhez,
helyredllitdsdhoz (harmadlagos funkcio). Az els6 két funkcioval a
hagyomanyos ¢lelmiszeripari termékek is rendelkeznek, tehat a
funkcionalis élelmiszer kiilsé megjelenésében semmiben sem kiillonbozik
attol, ezért az igymond lathatatlan harmadlagos funkciot a fogyaszto felé
a terméken kommunikalni kell (nutrimarketing). Ezen élelmiszerek a
normal étrend részét képezik, emellett valamilyen tobblet funkcio
betoltésével hatast gyakorolhatnak egyes élettani folyamatokra, ez altal
fogyasztojukat egészségiigyi elényokhoz juttathatjak (German és mitsai.,
1999). Szerepiik lehet egyes betegségek megeldzésében (omega-3
zsirsavak — koleszterinszint, gyulladasos folyamatok csokkentése),
elosegithetik a mar kialakult betegségbdl vald felgyogyulast (kolin —
Alzheimer-kor), er6sithetik a védekez6 mechanizmust (fermentalt
tejtermékek — immunrendszer stimulalasa), befolyasolhatjak a fizikai-
szellemi  teljesit6képességet  (taurin), lassithatjdk az  Oregedési
folyamatokat (koenzim Q10 — antioxidans hatas) (Vass és mtsai., 2008).
A funkciondlis élelmiszerekkel szemben tdmasztott kovetelmények
alapjan bizonyitottan javitaniuk kell az egészségre kifejtett kedvezd
hatast. Taplalkozasi hasznossaguknak a szokasos napi beviteli mennyiség
elfogyasztasa esetén, a késztermék szintjén ki kell fejezédnie. A fentebb
felsoroltakat tudomanyosan igazolni kell tudni, tovabba a funkcionalis
Osszetevoknek szamszertsithetének kell lennie és garantalni kell a
biztonsagot, valamint a természetes eredetet. A pozitiv taplalkozasi
¢lettani hatdsokon kiviill egyéb kedvezd hatast is gyakorolnak a

szervezetre, mégpedig novelik a szubjektiv egészségérzetet, javitjak a
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kozérzetet és az €életmindséget, valamint csokkentik bizonyos betegségek
kialakulasanak valoszintiségét (Csiki, 2012).

A funkcionalis €lelmiszerek dnmagukban nem alkalmasak a gydgyhatas
kivaltasara, gyogyhatds csak gyogyszertdl, illetve gyogyszernek nem
mindsiilé gyogyhatasu készitményekt6l varhatd (Csiki, 2008). Azonban
hozzéjarulnak a kedvezo egészségi allapot kialakitasahoz, tulajdonképpen
egy képzeletbeli hatarvonalat képeznek a gyogyszer és az élelmiszer
kozott. Az érdeklodés a termékek irant fokozodik, ezért egyre szélesebb
termékskalabol valaszthatunk: hustermékek, fermentalt tejtermékek,
gabonaalapu termékek, bébiételek, tapszerek, sport- és energiaitalok és
édességek (Gibson & Williams, 2000). Az élelmiszer funkcionalissa
tételének lehetséges modjai a kovetkezéek lehetnek. Eltavolithatoak
beldle olyan anyagok, melyek a termék természetes mivoltaban jelen
vannak, azonban a fogyasztokra vagy azok bizonyos csoportjara karosak,
ide tartoznak példaul azok a termékek, melyeket a potencidlisan allergén
fehérjék, vagy a laktéz eltavolitasaval allitanak el6. A funkcionalis
¢lelmiszerek eldallitdisanak masik modja az egészségiigyileg kedvezd
hatasi komponensek mennyiségének ndvelése, dusitasa. A termékben
eredendéen jelen 1év6 elényds hatasi  komponensek, példaul
nyomelemek, vitaminok, ballasztanyagok, szintjiik ésszerli mértéki
novelését kovetden fokozottan fejthetik ki hatasukat. Ezen kiviil 1j
komponenseket, példaul pre- és probiotikumokat is hozzaadhatunk,
melyek eredetileg nincsenek jelen a termékben, de az adott élelmiszerhez
hozzaadva, megnovelik annak egészségre gyakorolt jotékony hatasat.
Tovéabbi mod az élelmiszer funkcionalissa tételéhez egyes sziikségtelentil
nagy mennyiségben jelen 1évé komponensek aranyanak csokkentése,

példaul fogyokuras céllal készitett alacsony szénhidrat- vagy zsirtartalmi
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termékek eldallitasa (Roberfroid, 1999). A funkcionalis élelmiszerekben
szerepet jatszd Osszetevok, csoportositdsanak példai az 1. tablazatban

lathatoak.
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1. tablazat A funkcionalis élelmiszerek GsszetevOk szerinti csoportositasa és azok egészségiigyi elényeik (Holm, 2003 nyoman)

Funkcionalis élelmiszer dsszetevdje

Példa

Egészségiigyi hatas

Probiotikumok

Tejsavbaktériumok, bifidobaktériumok

Patogének elleni védekezés, immunmodulacios hatas, rovid
szénlancu zsirsavak termelése (SCFA), vitamin termelés,
laktoz bontas, kedvezd hatés a bélbetegségekre, allergiakkal
szembeni kedvezd hatas, rak ellenes hatas, vér lipidprofiljanak
javitasa, koleszterinszint csdkkentés

Prebiotikumok

Oligoszacharidok, rezisztens keményitok, pektinek

A probiotikumokkal megegyez6 egészségiigyi hatas, valamint
a Ca és Mg jobb hasznosulasa, ezzel a csontritkulas
megel6zése

Vitaminok

Folsav, B6, B12

Varandossag idején (embrid gerinc zarddas)

Asvanyi anyagok

Ca, Mg, Zn

Csontritkulas megel6zése, sejtmembran integritasanak
fenntartasa, anyagcserefolyamatok

Antioxidansok

E-vitamin, C-vitamin, karotinoidok, flavonoidok,
polifenolok

Reakcioképes szabad gyokok hatastalanitasa (Iebontasi
folyamatok)

Fehérjék, aminosavak

Tripeptidek a tejfehérjébol

Regeneracio, novekedés, izomszovet fejlodése

Zsirsavak Omega-3, CLA (konjugalt linolsav), GLA Rakellenes hatas, plazma-lipid szintjének csokkentése,
(gamma-linolsav) vércukorszint csokkentés
Fitokemikaliak Fitoszterinek, béta-gliikan, izoflavonok, lignanok  Antioxidansok, hormonszerti hatas
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2.1.3 A funkciondlis élelmiszerek vasarloi kore

Az egészségtamogatd termékek vasarloi kozé tartoznak a kezelésre
szoruld, mar kialakult kronikus betegséggel rendelkezdk, illetve egy
koztes atmenetet képezd réteg, akik ugyan nem vesznek igénybe
gyogyszeres kezelést, 6k az ugynevezett ,fél-egészség” allapotaban
vannak, és idészakonként megjelend tiinetekkel is rendelkeznek, ilyen
példaul a puffadas, gyomor diszkomfort érzés, bél irritacid, faradtsag,
levertség (Kwak & Jukes, 2001). A harmadik vasarloi kor a preventivek
csoportja, 6k az egyre ndvekvo szamu, egészségtudatos étrendet kovetdk,
akik tudatosan, a megel6zés érdekében valasztjdk a funkcionalis
¢lelmiszereket. Az  ACNielsen  piackutatdé  vallalat  szerint,
Magyarorszagon ¢és vilagszerte az egészséges étkezésre valo torekvés az
egyik f6 fogyasztasi trend, ehhez viszont szorosan hozza kell kapcsolni a
nutrimarketinget a fogyasztas optimalizalasa érdekében (Szakaly, 2008).
A nutrimarketing (taplalkozasi elény marketing) egy olyan reklam, mely
oktatja, felkésziti a vasarlot, a termék élettanilag eldnyds hatasainak
tudatositasanak c€ljabol. A funkcionalis élelmiszerek piacan 1étfontossagu
az alkalmazasa, ha a potencidlis vasarlok korének minél nagyobb
szazalékahoz el akarjuk juttatni a termék elényos hatasanak {izenetét.
Ahogyan Japan tekinthet6 a funkciondlis élelmiszerek
sziildhazajanak, a pontos torvényi szabalyozast is ott fogalmaztak meg
eldszér a termékekkel kapcsolatban. A FOSHU (Foods For Specified
Health Use) termékeknek meg kell felelniiik a japan élelmiszertérvényben
leirtaknak (Roberfroid, 2000). Magyarorszagon a funkcionalis termékek
piacéan, a hazai térvényi szabdlyozas is eldirja, hogy csak akkor lehet egy
terméket funkcionalisnak tekinteni, ha annak kedvez6, egészségre elényos

hatasa tudomanyosan bizonyitott (Figler és mtsai., 2004).
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2.1.4 Ajoghurt

A savanyu tej és tejszin készitményeket tisztdn savas vagy vegyes
alvasztassal készitik. A legfontosabb miiveletek a kdvetkezdek: inokulum
készitése, beoltas, savanyitas (alvasztas/fermentalas), hiités, hideg érlelés,
valamint ha sziikséges habards. A fermentalt élelmiszerek novelik az
¢lelmiszer hasznos mikroba tartalmat, emészthetdségét, vitamintartalmat,
jobban hozzaférhetévé valnak a bioaktiv komponenseket, jobb texturat,
kedvezébb izt biztosit, kizarja ¢és ellehetetleniti a kedvezdtlen
baktériumok elszaporodasat, ezzel megnovelve a termék eltarthatdosagat.
Ezen til a tej taplalkozasi értékét a bioldgiai savanyitas noveli, melyet a
2. tablazat szemléltet (Szakaly, 2003).

2. tablazat Savanyitas hatdsa a tej egyes
taplalkozassal dsszefliggd tulajdonsagaira

(Szakaly, 2003 nyoman)

Tulajdonsagvaltozas a tejhez képest %0

NPN (nem fehérje nitrogén tartalom) +47,7
FAN (szabad aminonitrogén tartalom) + 264

Fajlagos fehérjehasznosulas +9.2
Fajlagos majregeneracio +16,8
Ca-hasznosulas +7,2
C-vitamin felezési ideje +54,5

A joghurt egyedi baktériumtenyészettel, joghurt kultiraval késziil. A
fermentacid sordn az adagolt baktériumok a tejben taldlhaté cukrot
(laktoz) ¢és a tovabbi OsszetevOoket hasznaljak fel arra, hogy
elszaporodjanak, ez altal megvaltoztatva a tej izét, texturajat, és igy az
elkésziilt terméket a folyamat végére mar joghurtnak nevezhetjik. A
joghurtoknal alkalmazott starter inditd tenyészet a Lactobacillus

bulgaricus és a Streptococcus thermophilus a gyarté altal meghatarozott
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mennyiségben kevert kultaraja (1. abra). A L. bulgaricus tejtermékekben,
novényeken, novényi komposztban, savanyu kaposztdban, emberi-allati
bélfloraban, kovaszban, szilazsban taldlhaté meg. Fakultativ anaerob,
Gram pozitiv baktérium, amely nem képez sporat, savtird és
antimikrobalis anyagot termel a rothasztd ¢és patogén baktériumok ellen.
F6 szénhidrat bontasi anyagcsere terméke a tejsav (Teixeira, 2014). A S.
thermophilus tejben, tejtermékekben talalhatdé meg. Fakultativ anaerob,
Gram pozitiv, homofermentativ baktérium, amely nem képez sporat

(Hutkins & Goh, 2014).

1. abra L. delbrueckii ssp. bulgaricus és S. thermophilus starter kulttra optikai

mikroszkopos képe. Forras: sajat felvétel

2.1 A felhasznalt alapanyagokrol
211 Asavo

Az egyik legkedveltebb tejtermék a sajt, melynek eldallitasa

vilagviszonylatban 180-190 millié tonna savd termelddésével jar egyiitt
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évente, és e melléktermék mennyisége atlagosan évente tovabbi két
szazalékkal né (Roman, 2010, Giittler, 2012). Régen az ipari uton
keletkezett savot, mindenféle eldzetes feldolgozas nélkiil a kornyezetbe,
felszini vizekbe, csatornaba engedték, amely nyilvanvaléan napjainkban
nem megengedhetd, viszont takarmanyként és tragyazoszerként vald
hasznositdsa a mai napig elterjedt. Kornyezetvédelmi szempontbol a
magas KOI (kémiai oxigénigény) és BOI (biologiai oxigénigény) értékét
figyelembe véve, a kdrnyezeti terhelése és elhelyezése problémat jelent az
¢lelmiszeripar szamara. Nem tekinthetiink a savora kizarélagosan, mint
feleslegesen keletkezd, kornyezetszennyezd melléktermékre, hiszen
szamos pozitiv €lettani hatassal rendelkezik. A 17-18. szazadban ivokura
keretében, gyogyaszati célbdl mar alkalmaztdk svajci szanatoriumokban.
Az otthon keletkez6 savot is felhasznaltdk a kenyérdagasztasnal és kelt
tésztak elkészitésénél. A tej savas alvasztdsanal, tar6 gyartdsakor, a
tejcukor és a tejsav egymashoz viszonyitott aranyat tekintve savanyu
tejsavo, az oltds és vegyes alvasztds soran, a sajtok gyartasa kozben pedig
édes tejsavo keletkezik. Az alvadas sordn a tej fehérjéi koziil a kazein
koaguldl és a képzddott kazein térhdlo magéba zéarja a tej tobbi
Osszetevoinek (tejzsir, tejcukor és asvanyi anyagok) jelentds részét. A tej
szarazanyag tartalmanak mintegy 50%-a jelenik meg a visszamarado
savoban. 100 liter sajttejbdl mintegy 80-90 liter savo képzddik. A
savofehérje aminosav-Osszetétele kedvezd, esszencialis aminosav-
tartalma magas és a savo jelentds forrasa egyes vizoldhatd vitaminoknak
IS (Csapo & Csaponé, 2002). A savofehérje biologiai értéke (biological
20 % feletti mennyiségben taldlunk elagazd szénldnci aminosavakat

(BCAA: leucin, izoleucin, valin) (Shoveller és mtsai., 2005). A savd a
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tobbi  tejtermékhez  hasonléan  fontos  kalciumforrds, valamint
laktéztartalmanak  emésztetlen  hanyada a  vastagbélbe  érve
prebiotikumként viselkedik. Nagy szamban talalhatok benne bioldgiailag
aktiv fehérjék és peptidek, valamint immunglobulinok. Elényos
szarazanyag-Osszetétele mellett azonban hatrdny, hogy gyors
mikrobioldgiai romlasnak indul, magas viztartalma miatt. A savo
hasznositasanak egyik lehetséges modja kiilonbozé koncentralt termékek
eldallitasa dehidratalassal. A savoport vakuumbeparlassal, a savofehérje-
koncentratumot (WPC-35, WPC-80), valamint -izolatumot (WPI) és -
hidrolizdtumot (WPH) elvalasztasi technikdk alkalmazasaval, a
szdrazanyag-tartalom frakcionaldséval allitjdk el6. Ennek koszonhetden
ujabb és nagyobb hozzaadott értékli termékeket allithatnak eld. A savoban
talalhatd laktoz hasznositasara szamos lehetéség van, beldle tejcukor
szarmazékokat gyarthatnak, mint példaul a laktuléz, laktitol vagy a
laktobionsav. Az élelmiszeriparon kiviil a savot a gyogyszeripar és a
kozmetikai ipar is felhasznalja, egyes Osszetev6ibol biogazt illetve
kiilonbozd polimer vegyiileteket is eld lehet allitani. A savd frissen
torténd felhaszndldsanak megkonnyitését a fermentacids eljarassal torténd

feldolgozasa jelentené, a melléktermék keletkezési helyén.
212 Atej

A tej emldsallatok tejmirigyei altal termelt, az Gjsziilott kizardlagos
taplalasara szolgald Osszetett biologiai folyadeék, amely a sziikséges
tadpanyagkomponenseket optimalis mennyiségben és szerkezetben
tartalmazza. A tejben koriilbeliil 140-150 féle bioldgiailag értékes anyag
talalhatd meg, melynek eredményeképpen az ujsziilott képes a tej

fogyasztasaval a testsulyat rovid idén beliil megduplazni. A tejnek
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Onmagaban is nagy taplalkozasbioldgiai jelentésége van, ezen feliil
alapanyaga tovabbi értékes termékeknek, mint példaul a joghurt, vaj, sajt,

tejfol, tejszin, kefir.

3. tablazat: A tehéntej atlagos Gsszetétele

(Szakaly, 2003 nyoman)

Tej alkotorész %
Viz 87,3
Szarazanyag 12,7
Zsir 3,7
Fehérje 34
Tejcukor 4,7
Asvényi anyagok 0,7
Egyéb 0,2

A tejben, legnagyobb mennyiségben vizet taldlunk (87,3%), melyben
finom diszperzids oldatban vannak jelen a tejalkoté komponensek. A tej
szarazanyagaban (12,7%) talalhatjuk a makrokomponenseket, a tejzsirt,
tejfehérjét, tejcukrot, valamint a mikrokomponenseket pl. asvanyi
anyagokat és vitaminokat (3. tablazat). A tejzsir zsirsav profilja
lényegesen Osszetettebb, mint a ndvényi eredetii és a legtdbb allati eredetli
¢lelmi zsiradéké. A tobbi lipid-forrashoz képest viszonylag nagy a rovid
szénlancu telitett zsirsavak ardnya a tejzsirban, és acil-lipidjeiben paratlan
szénatomszamu, valamint eldgazo oldallancu zsirsavak is megtalalhatok.
A tej zsirsav profiljat az alkalmazott takarmanyozas jelentdsen
befolyasolhatja. A tejfehérje koriilbeliil 80%-at a kazein adja, mely alfa-,
béta- és kappa kazeinbdl all, valamint 20%-ban a savofehérjék alkotjak. A
tejfehérjék magas biologiai értékiikknél fogva alkalmasak arra, hogy

komplettaljak a taplalékban el6forduld egyéb komplett és inkomplett
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fehérjéket. A tej jellegzetes édes izét a laktoz adja, mely egy gliikkozbol és
galaktdzbol felépiild redukald diszacharid. A tej mintegy 14-féle vitamint
tartalmaz, ezen belill jelentés A-, D-, és B2-vitamin-forras (Ballard &
Morrow 2013).

2.2 Prebiotikumok

A prebiotikumok korét Gibson és Roberfroid definialta el6szor 1995-ben:
»olyan nem emészthetd ¢élelmiszer Osszetevok, melyek szelektiven
serkentik a novekedését/aktivitasat egy vagy tobb a szervezetre jotékony
hatast bélben taldlhaté baktériumnak, ez 4altal hozzajarulva a
gazdaszervezet egészségéhez” (Gibson & Roberfroid, 1995). A szerzok
késébb pontositottdk a definiciot: ,,olyan szelektiven fermentalhato
Osszetevok, melyek eldnyds valtozast eredményeznek a  bél
mikroflorajanak Osszetételében és aktivitdsdban, ezzel kedvezd hatast
gyakorolva a fogyasztd egészségére”. A prebiotikumokkal szembeni
kovetelmények az alabbiak: legyenek rezisztensek az emberi
emésztOenzimekkel szemben, azonban a bélbaktériumok képesek
legyenek ket fermentalni olyan modon, hogy ennek soran a kedvezd
baktériumok életképessége ¢és aktivitdsa novekedjen meg (Rastall és
mtsai., 2006). A fenti megfogalmazasokra hagyatkozva, ezeket a
kovetelményeket igazolni kell in vitro vagy in vivo kisérletekkel.

A prebiotikumok tobbnyire olyan vizben oldhato rostok, melyeket
3-10, vagy esetenként ennél tobb monoszacharid egység épit fel. Az
ismert prebiotikumok emészthetetlen oligoszacharidok keverékei. Az
inulin frukto-oligoszacharid (Saad és mtsai., 2013). Ezek a szénhidratok

ellendllnak az emberi emésztGenzimeknek, igy eredeti allapotukban
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jutnak el a vastagbélbe, ahol Kifejtik jotékony hatasukat (Quigley és
mtsai., 1999). Kémiai 0Osszetételiiket tekintve kozel allnak az élelmi
rostokhoz, melyeknek a Codex Alimentariusban talalhato meghatarozasa
a kovetkez6: legalabb harmas polimerizacidos fokkal rendelkezd
szénhidratok, melyek nem emésztédnek és nem szivodnak fel az emberi
vékonybélben. A 6 kiilonbség a két csoport kozott, hogy a prebiotikumok
szelektiven hatnak a potencidlisan jotékony bélbaktériumokra, mivel azok
szelektiv szubsztratumai, azonban egyes szénhidratok mindkét feltételt
teljesitik. Példaul az inulin jol ismert prebiotikum és egyben vizoldhato
¢lelmi rost is. Egyes nem emésztheté di-, oligo-, poliszacharidok,
rezisztens  keményitok  és  bizonyos  cukoralkoholok  szintén
rendelkezhetnek prebiotikus tulajdonsagokkal (Al-Sheraji és mtsai.,
2012).

A legismertebb prebiotikumok a galaktooligoszacharidok (GOS) és
a fruktooligoszacharodok (FOS) (Roberfroid, 2005). A prebiotikumok
természetes modon fordulnak el szdmos ndvényben, gylimolcsben,
példaul a cikoridban, hagymaéban, fokhagymaban, spargdban,
articsOkaban, podréhagymaban, bandnban ¢és paradicsomban. A
prebiotikumokat ki lehet vonni kozvetleniil az Oket tartalmazo
novényekbdl (példaul inulin extrakcid cikoriabol), vagy kémiai/enzimes
hidrolizissel is el6allithatok poliszacharidokbol, illetve glikozidkotések
kialakitasaval mono- vagy diszacharidokbol (Barreteau, 2005).

A galaktooligoszacharidok legalabb 85% galaktozt tartalmaznak. A
laktéz bioszintézise soran, a [-galaktozidaz enzim miikodésekor
keletkeznek. A L. bulgaricus és S. thermophilus [-galaktozidaz
enzimének erds a transzgalaktozid4z hatasa, vagyis a termékben talalhat6

laktozt hatékonyan alakitjadk at. A laktozbol laktulozt allitanak eld, a
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folyamat soran a laktoz gliikoz része fruktdozza konvertalodik, és laktuldz
diszacharid képzddik. A laktul6z nem szivodik fel a tdpcsatornaban, ezért
hashajtoként is alkalmazhato. A laktoszukrozt laktozbol és szachardzbol
allitjak el6 (Panesar & Kumari, 2011).

A fruktooligoszacharidok (mint példaul az inulin) ipari eléallitasa
szachar6zbol transzfruktozilacioval megy végbe, de kozvetlenil is
kivonhatoak cikoriabol forrdé vizes extrakcidval. Az izomaltuldz
(palatin6z) nem prebiotikus hatdsu, de a lebontasakor keletkezd palatindz
oligoszacharidok mar prebiotikus tulajdonsaggal rendelkeznek. Az
izomalto-oligoszacharidokat keményitobol allitjak el6, melyet els6
lépésben o-amilazzal folyositanak el, majd pB-amilazzal és o-
gliikozidazzal bontanak tovabb (Zhang és mtsai.,, 2003) A gencio-
oligoszacharidokat transzgliikozilalassal allitjak elé glikkoz szirupbol. A
szoja oligoszacharidjaiban raffinéz és sztachioz keveréke talalhato. A
szojafehérje gyartasanal keletkezd szodjabab savojanak az extrakcidjaval
allitjak el6. A xilo-oligoszacharidokat xilanbdl allitjdk eld enzimatikus
hidrolizissel. Nyersanyagai a fa, kukoricacsutka, korpa, mogyordhé;,

szalma és malata (Figler és mtsai., 2004).

2.2.1 Az oligoszacharidok felhasznaldsi modjai

Az oligoszacharidokat a 80-as évek ota élelmiszer adalékként hasznaljak,
mivel kedvezbéen befolyasoljdk az élelmiszerek viszkozitasat és a gélek
allagat. Alkalmazasuk ezen feliil taplalkozas élettani elényokkel is jar,
mivel édes iziiek, édesitdképességiik mintegy 30-60%-a a szacharozénak,
azonban kaloriatartalmuk és  glikémias-indexiik alacsonyabb a

szacharozénal (Saad és mtsai., 2013). Pékarukban hasznalva megnévelik
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a termékek eltarthatosagat, mivel azok tovabb megérzik frissességiiket
(Walter, 1999). Oldhatésaguknal fogva italokban is kedvezden
felhasznalhatéak.  Alacsony  zsirtartalmi  termékeknél,  zselésito
tulajdonsaguk miatt, kedvez6 hatast gyakoroltak a termékek allagara.
Joghurtokban csokkentették a savd kivalasat és testesebb, jobb textrat
eredményeztek. Természetes ¢édesitd hatasuknal fogva, tovabbi
mesterséges vagy természetes édesitdszerekkel kombinalva, alkalmasak a
kedvezo teststily megtartasat eldsegitd alacsony kaldria tartalmu termékek

eldallitasara (Franck, 2002).

2.2.2 A prebiotikumok kedvezo élettani hatasai

A prebiotikumokat korabban bifidusz-faktoroknak vagy bifidogén-
faktoroknak nevezték, mivel a Lactobacillus és Bifidobacterium torzsek
kizarolagos taplalékai. Az emberi emésztéenzimeknek ellenallnak, ezért
jelentds résziik érintetleniil jut el a vastagbélbe, ahol a relativ
taplalékhidny miatt mar nagyon kevés hasznosithatd taplalékmaradvany
lelhetd fel. A prebiotikumok egyes ¢élettani szempontbdl elényos
baktériumok, példaul a bifidobaktériumok szdmara tapanyagként
szolgalnak, eldsegitve azok kolonizacidjat a bélben, ezzel parhuzamosan,
a kompeticioé miatt, megakadalyozzak a patogén mikrobak elszaporodasat
(Szakaly, 2009). A bélbaktériumok a prebiotikumokbodl szerves savakat,
példaul tejsavat és ecetsavat allitanak elé a fermentacid soran, melyek a
vastagbél epithel sejtjei szdmaéra energiaforrasként szolgdlnak és
elésegitik a bélfal sejtjeinek vérellatasat. A savképzddés a vastagbél
felszallo 4gaban a pH csokkenéséhez vezet, ezzel parhuzamosan az

ozmotikus nyomas is ndvekszik, melynek hatasara a perisztaltika
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fokozodik és nd a széklet viztartalma. A vastagbél leszall6 agaban a
béltartalom savanyodasa miatt fokozodik a nitrogén széklettel torténd
iiritése, ez altal a vér ammonia szintje is csokken (Rodler, 2005). A nem
emészthetd szénhidratok késleltetik a gyomor kiiiriilését, és emiatt a
jollakottsag érzése is tovabb megmarad (Figler és mtsai., 2004). Tovabba,
fizikai barrierként akadalyozzak a zsirok, a koleszterin €és a cukor
felszivodasat, ez altal csOkkentik annak a valdszinliségét, hogy magas
vérzsirszint, elhizds ¢és cukorbetegség alakuljon ki. Kedvezd a
zsiranyagcserére gyakorolt hatasuk, csokkentik a vér VLDL koleszterin és
triglicerid szintjét (Kok és mtsai., 1996).

A GOS ¢és FOS fogyasztasaval csokkenteni lehet az utazok
hasmenésének nevezett betegség kialakuldsanak esélyét, valamint
enyhiteni lehet a betegség tlineteit. Tovabba, a bélhamsejtek
karcinogénekkel szembeni expoziciés idejének megroviditésével és
bizonyos, székletben taldlhatd karcinogén enzimek gatlasdval
csokkenthetik egyes daganatos megbetegedések kialakulasanak esélyét is
(Kok ¢és mtsai.,, 1996). Rendszeres fogyasztasuk csokkentheti a
vastagbélrak kialakulasanak kockazatat, pozitiv hatast gyakorolhat az
asvanyi anyagok, példaul a kalcium és magnézium hasznosuldsara, és
emiatt hozzajarulhat a csontritkulas megel6zéséhez. Kedvezé hatasaik
kozé tartozik még, hogy a frukto-oligoszacharidok nem okoznak
fogszuvasodast, mivel a szajban 1évé S. mutans nem képes ezeket bontani,
igy kevesebb sav képzddik fogyasztasuk soran, mint a cukrokbol
(Roberfroid, 1999). fgéretes eredményeket mutatott antibiotikumokkal
valo egyiittes adagolasuk (metronidazol-, vancomycin-oligofruktoz),
mivel hatasukra a terapias id6szak alatt megnétt a probiotikus

baktériumok csiraszama a székletben (Lakatos & Lakatos, 2006).
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2.3 Elelmi rostok
2.3.1 Rostok meghatdrozdsa

Az ¢lelmi rostok olyan legalabb 3-as polimerizacids fokkal rendelkezd
szénhidratok, melyeket az ember endogén emésztdenzim rendszere nem
tud lebontani (nem emésztédnek és szivodnak fel az emberi
vékonybélben) igy eredeti allapotban jutnak el a vastagbélbe (Quigley és
mtsai., 1999). Az élelmi rostokra azért térek ki, mivel a prebiotikumok
egyben ¢lelmi rostnak is tekinthet6k, mivel az ember altal nem
emészthetéek. Tovabba ugyanugy, ahogy a pre- és probiotikumok, az
¢lelmi rostok is hozzdjarulnak a kedvezd gasztroenteridlis allapotok
fenntartdsahoz. A novényi sejtfalbol szdrmazd poliszacharidok
(ballasztanyagok) a  bélbaktériumok  fontos  tapanyagai. Az
emésztoenzimekkel szemben rezisztens szénhidratok eljutnak a
vastagbélig, ahol fermentalodnak, ezaltal megnovekszik a baktériumok és
a béltartalom tomege is, amely laxativ hatast eredményez (Figler és
mtsai., 2004). A diétas rostok, az AACC (2001) szerint, az elfogyasztott
novényi taplalék azon (a lignin kivételével) szénhidrat jellegi
maradvanyai, melyek ellendllnak az emésztésnek és felszivodasnak az
emberi vékonybélben, majd ezt kovetéen teljesen vagy részlegesen
fermentalodnak a vastagbélben. Az AACC szerint a diétas rost Osszetevoi
a kovetkezoek:
e Nem keményitd jellegli poliszacharidok és oligoszacharidok:
celluloz, hemicelluléz, arabinoxilanok, arabinogalaktanok,
polifruktézok, inulin, oligofruktanok, galaktooligoszacharidok,

gumiszeril, ndvényi nyalkaanyagok, pektinek.
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e Analdég szénhidratok: emészthetetlen dextrinek, ellenallo
maltodextrinek, szintetikus szénhidratok, polidextr6z, metil-
celluléz, hidroxipropilmetil celluléz, emészthetetlen ,.ellenalls”
keményitok.

e Lignin.

A 2. dbra szemlélteti a prebiotikumok ¢és az ¢lelmi rostok elhelyezkedését
a szénhidratok egyes csoportjain beliil, illetve azon kiviil (lignin). Az abra
az ¢élelmi rost frakcidkat zold szinnel jeldli. Egy, illetve ketté monomert
tartalmaznak a mono- illetve a diszacharidok. A 3-9 polimerizacios fokkal
rendelkezd oligoszacharidokon beliil helyezkednek el a kis molekulasulyu
¢lelmi rostfrakciok, a nem hozzaférhetd oligoszacharidok (LMWDF). Ide
tartozik az inulin, a  fruktooligoszacharidok, valamint a
galaktooligoszacharidok. A 9-nél tobb monomer egységb6l allo
poliszacharidokon beliil talaljuk meg a nagyobb molekulastalya homo- és
heteropoliszacharid rostfrakciokat. Nem hozzaférheté homopoliszacharid
példaul a celluloz, a béta-gliikan és az arabinoxilan. Nagy molekulasulya
heteropoliszacharid élelmi rost talalhatd példaul a szentjanoskenyérmag

lisztben. A lignin nem szénhidrat dsszetételd élelmi rost frakcio.
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Hozzaférhet6 Hozzaférhet6  homo-
Cukrok
oligoszacharidok poliszacharidok
g8 [ATLS amose |V starch [GRF_STAR]
ribose [RIBS] isomaltose
arsbinose [ARAS] sucrose [SUCS]
...... lactose 5]
frehaloss [TRES]
Hexo6zok Alditolok/Poliolok
glucose [GLUS) maltitol [MALTL] inulin [INULN]
fructoss [FRUS] lactitol [LACTL] R51 [STARES1]
galactose [GALS] is0 malt [ISOMALT) RS2 [STARESZ)
mannoss [MANS] R53 [STARES3]
rhamnose RS54 [STARESS]
...... raffinose [RAFS] celluloss (NSPYIHMSDFY ICELLLY
- - stachyose [STAS] B-glucan (NSP)

Poliolok/Alditolok verbascoes insoluble B-glucan in yeastimolds
kestose soluble B-glucan in cereals
nystoss arabinoxilan

sorbitel [SORTL]
mannitod [MAMNTL]
wylitod [XYLTL)

(-] I 1]
gluconic acid pentosan
glucuronic acid inzoluble pentosan
galacturonic acid soluble pentosan
..... locust bean gum/galactemannan

guar and arabic gums { SHMWDFhydrocolloid)
Hozzaférheté szénhidrat frakcio

2. abra Kiilonb6z6 polimerizacios fokl szénhidratok csoportositasa. (Westenbrink,

2013 nyoman)




2.3.2 A rostok kedvezo élettani hatasa

Az ¢lelmi rostok kedvezd tulajdonsagait, amelyek segitségével a
jotékony élettani hatasuk megnyilvanul, harom {6 csoportba sorolhatjuk.
Az elsé kedvezé tulajdonsaguk a széklet tomegének a novelése. A bél
baktériumflorajanak nagyobb mértékben ellenalld szalak, tehat a
kevésbé erjedOképes rostok, kozvetleniil jarulnak hozza ehhez a
funkcidhoz, mivel jobb a térfogat noveld képességiik és ezaltal tobb
vizet kotnek meg. Novelik a széklet volumenét, igy biztositja a taplalék
folyamatos tovdbbhaladdsat a belekben. Fenntartjdk a bélperisztaltikat,
fokozodik a bélmozgas, ennek kdszonhetden a széklet bél tranzit ideje
csokken és kevesebb toxikus anyag szivodik fel. A rostdis diéta
csOkkenti a bélrendszeri megbetegedések eléfordulasi gyakorisagat
példaul aranyér kialakuldsa, bélkioblosodés (diverticulum), vastagbél
rak, Crohn-betegség, irritabilis vastagbél-gyulladas esetében. A celluloz
kevésbé erjedoképes rost, s ugyanez vonatkozik az alabbi moddositott
cellulozokra: karboximetil-celluloz, hidroxipropil-metilcelluloz,
metilcelluléz (Rodler, 2005).

A masodik kedvez6 hatés a rost viszkozitasaban rejld tulajdonsag
altal nyilvanul meg. A rostok a bélrendszer lrtartalmat kitoltik, lassitjak
a gyomor kiiiriilését, ezaltal telitettség, jollakottsdg érzését keltik.
Magukhoz kétik, és tavol tartjak az epithel sejtektdl az epesavakat és a
koleszterint. Az étkezésenkénti 5-15 g rostot tartalmazo étrend, késlelteti
a glikoz felszivodast és noveli az inzulinérzékenységet. Az étkezést
kovetden kevésbé emelkedik a vércukorszint, javul a gliikkdz tolerancia,
tehat cukorbetegek, elhizottak diétdjaban is sikeresen alkalmazhato.
Csokkenti a szérum Kkoleszterinszintet, a sziv ¢és érrendszeri

megbetegedések megeldzésében is jelentds szerepet jatszik (Rigod, 1996).

29



A kedvez6 viszkozitas kialakitasaban szerepet jatszo rostok az aldbbiak:
agar, alginatok, arabinogalaktanok, arabinoxilanok, karragén, gellan
gumik, guar gumik, szentjanoskenyérmag gumi, pektin, béta-gliikan,
psyllium.

A rostok harmadik kedvez6 tulajdonsagat fermentacios
képességiik adja. A bél baktériumai képesek fermentalni az oda kertild
rostot, és mintegy taplalékul szolgdl azoknak, ez altal szelektiven
fokozzak a bifidobaktériumok, laktobacillusok szaporodasat. A
fermenticido termékei rovid szénldnci zsirsavak, tejsav, hidrogén és
szén-dioxid. Ezen termékek visszahatnak a vastagbél nyalkahartya
sejtjeire, ezzel eldsegitik a vastagbél-végbél rakos megbetegedéseinek
megel6zését. Az oligoszacharidok ¢és a rezisztens keményité a
vastagbélben teljesen erjed6képes rostok. A polidextroz, és a rezisztens
maltodextrin részben erjedéképes rostok. Tovabbi erjedéképes rostok az
inulin, frukto-oligoszacharidok, a rezisztens keményit, valamint a
pektin (Gere, 2010)

A napi ajanlott rostbevitel ndk esetében 25 g/nap, férfiak
esetében 38 g/nap, ezzel szemben a napi rostfogyasztas a nyugati tipust
orszagokban (EU alapitdo tagorszagok) nem ¢éri el a 15 g/nap

mennyiséget (Brownawell és mtsai., 2012).

2.4 A rovid szénlancu zsirsavak keletkezése és human élettani

szerepiik

A régebbi illdzsirsav elnevezésiik az analitikai kimutatasi modszeriikbol
eredt, mivel mennyiségiiket vizg6z-desztillacioval hataroztak meg.
Kémiai szerkezetiik szerint a rovid szénlanct zsirsavak (short chain fatty

acids, SCFA) olyan telitett, nyilt szénlancu monokarbonsavak, melyek

30



szénatom szama kett6t6l otig terjed (Chassaing & Gewirtz, 2018). A
természetes zsiradékok trigliceridjeiben, néhany zsiradék (példaul a
tejzsir) kivételével, altalaban hosszabb szénlancu zsirsavak (példaul
palmitinsav vagy sztearinsav) vannak jelen nagyobb mennyiségben. A
rovid szénlancu zsirsavak fo keletkezési helye az emberi testben a
vastagbél, ennek feltétele azonban a specifikus fermentativ bakterialis
kozeg (Hoverstad & Midtvedt, 1986). Az emberi emésztéenzimeknek
ellenalld rostokat a vastagbélben talalhatdo tejsavbaktériumok
szénforrasként hasznaljak fel. A Bifidobacterium és Lactobacillus fajok
fermentaciojuk soran az etanol és a szén-dioxid mellett nagyobb
mennyiségli SCFA-t is termelnek (Bosscher és mtsai., 2009). Az
emlésokben az acetdt, a propionat és a butirat aranya 75:15:10 és
40:40:20 kozott valtozhat, mely aranyt nagyban befolyasolja az
elfogyasztott taplalék osszetétele (Cummings, 1991, 1987; Hamer és
mtsai., 2008).

A rovid szénlanci zsirsavak dontd hanyada felszivodik a
bélhamsejtekbe, csupan 5-10 szazakékuk tiriil ki a széklettel. Az acetat
(ecetsav), propionat (propionsav) és butirat (vajsav) a felszivodast
kovetden eltér6 modon hasznosul. Az acetatnak (amely a legnagyobb
mennyiségben keletkezik a vastagbélben) dontd hényada a majba
szallitodik, ahol energia nyerésre vagy koleszterin szintézisre
hasznalodik fel. A propionat nagyobb része a gliikoneogenezis soran
gliikozza alakul a majban, Kisebb része energiatermelésre hasznalodik
fel. A butirat mintegy 70-90%-a kozvetleniil a bélben hasznosul, mivel
foként a bélhamsejteknek szolgaltat energiat, ezzel eldsegitve a sejtek
novekedését és megujulasat. Befolyasolja a sejtek differencidlodésat,
proliferacigjat és hatdssal van az apopt6zis (sejthalal) bekovetkezésére is

(Della Ragione ¢és mitsai., 2001). A natrium-butiradt antiproliferativ
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(sejtosztddast/sejtnovekedeést gatld, daganatellenes) hatast gyakorol a
sejtekre, valamint preventiv hatast a rak és az adenoma kialakuldsaval
szemben (Bornet és mtsai., 2002). A révid szénlancu zsirsavak jelenléte
megakadalyozza a masodlagos epesavak (7-dezoxikolat és litokolat)
1étrejottét, mivel a pH csokkentése révén kedvezotlen feltételeket teremt
kialakulasuknak (Hijova & Chmelarova, 2007). A butirdit mennyiségét
befolyasolja az elfogyasztott rostok mennyisége ¢s mindsége, azonban a
nem prebiotikus rostok élettani hatasa még nem bizonyitott (Hamer ¢és
mtsai., 2008). Az SCFA-k termel6dése olyan koriilményeket teremt a
vastagbélben, hogy kozvetetten az elsddleges barrier szerepét betdlto,
jotékony bél mikrobidtak szaporodasat segiti eld, ezzel szemben a karos
baktériumok szamat visszaszoritja. A bélham sériilése, integritdsanak
elvesztése kedvez az irritabilis bélszindroma, a colitis, a Crohn-betegség
kialakuldsdnak, mely tovabbi betegségek kialakuldsidt vonhatja maga
utdn. A megfeleld rostfogyasztas és a fermentalodott rovid lanca
zsirsavak preventiv tulajdonsdgaikkal hozzajarulnak a fentebb emlitett
betegségek kialakuldsi valoszinliségének csokkentéséhez, illetve a
terapias kezelések eredményességének eldsegitéséhez.

A legfontosabb SCFA-t termeld baktériumok, és az egyes SCFA-k fobb
metabolikus szerepe és ¢lettani hatsa az alabbiak:

Acetat: B. adolescentis, Bacteroides thetaiotaomicron: energiatermelés,
koleszterin bioszintézis.

Propionat: Roseburia insulinovorans, Veillonella spp., Ruminococcus
obeum, Bacteroides spp., Dialister spp., Phascolarctobacterium spp.:
sejtek energia ellatasa, glilkoneogenezis, koleszterin bioszintézis gatlasa,
HDAC (hiszton-deacetilaz) gatlas.

Butirat: Roseburia spp., Eubacterium rectale, Eubacterium hallii,

Faecalibacterium prausnitzii, Anaerostipes caccae, Coprococcus
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eutactus: sejtek energia-ellatasa, gyulladasgatlo hatas,
immunszupressziv citokinek indukalasa, immunszupressziv GLP-2
indukalasa, tumor sejtekben HDAC (hiszton-deacetilaz) gatlas,
apoptdzis (sejthalal) indukaldsa a tumor sejtekben, mucosa barrier
funkcidjanak fokozéasa, méregtelenité enzimek expresszidja (Fernandez

és mtsai., 2016).

2.5 Probiotikumok

A fermentacid az egyik legdsibb tartdsitdsi modszer. Az egészségre
nézve elényos baktériumokrol mar az Oszovetségben is emlitést tesznek,
miképpen Abrahdm hossza életét a savanyitott tej fogyasztisanak
koszonhette. A fermentalt tejtermékeket terapias céllal mar az el6tt
hasznaltak, mikor Leeuwenhoek 1683-ban felfedezte a mikroszkopikus
¢lélények 1étezését. 1857-ben Louis Pasteur izolalt eldszor tejbdl tejsav
baktériumokat. Ilja Iljics Mecsnyikov 1907-ben, a bolgar és orosz
nomadok hossza ¢életkordt az Altaluk fogyasztott fermentalt
tejtermékekkel hozta Osszefiiggésbe (Makinen és mtsai., 2012). 1953-
ban Kollath tett el6szor emlitést a probiotikumokrol (Hamilton-Miller és
mtsai., 2003).

A Dbélcsatorna sziiletésiinkkor steril, a sziilocsatornan vald
athaladaskor ¢és az anyatej fogyasztdsanak megkezdésével kezd
kialakulni a csecsemd bélfloraja. Ebben az iddszakban a taplalék
bdéségesen tartalmaz tejcukrot és prebiotikus oligoszacharidokat. A
tejcukor olyan nagy mennyiségben van jelen, hogy az 0jsziilott laktaz
enzime nem képes teljes mértékben lebontani, igy egy része valtozatlan
formaban halad tovabb a vastagbélbe. A Lactobacillusok sajat

energiasziikségletik fedezésére hasznaljak fel ¢és az oxigén
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felhasznalasaval anaerob kornyezetet alakitanak ki (Dobi, 2010). A
feln6tt  bélflora  300-500 fajbol 4all, melynek Osszetétele a
gazdaszervezetre egyedileg jellemzo  (bakteridlis  ujjlenyomat),
ossztomege 1-1,5 kg (Csiki, 2008). Osszetétele, mennyisége nem
allando, az ¢let folyaman egészséges emberben is valtozik, illetve a
taplalék  Osszetételétol, mindségétdl fiiggben is valtozhat. A
baktériumflora csiraszdma a béltraktus mentén nem homogén, a
csip8bélben 10%-10%g chymus, a vastagbélben 10%%/g chymus (Dobi,
2010).

A legismertebb, leggyakoribb probiotikus nemzetségek a
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus és mas
Gram pozitiv coccusok. Példak a laktobacillus torzsekre: L. acidophilus,
L. casei, L. delbrueckii L. rhamnosus L. bulgaricus,
bifidobaktériumokra: B. bifidum, B. bifidum, B. longum B. breve, B.
infantis, sztreptokokkuszokra: S. thermophilus S. salivarius S.
intermedius. A kultiraknak az alabbi kritériumoknak kell megfelelni:
fogyasztaskor él6 sejt formajaban legyenek jelen, minél nagyobb, de
legalabb 10° cfulg mennyiségben. Legyenek stabilak és a termék
fogyaszthatosagi idején beliill tartalmazzdk a megfeleld csiraszdmot;
legyenek ellenalldak az emésztoenzimekkel, a gyomorsavval és az
epesavakkal szemben. Tapadjanak a bélhamhoz, legyenek képesek
ideiglenes kolonizaciéra ¢és biztonsagosak (nem korokozd torzs)
legyenek. Tovabba a technoldgiai folyamatoknak ellenalljanak, és ne
befolyasoljak a termék érzékszervi tulajdonsagait (Rodler, 2005).

A probiotikumokra vonatkoz6 kritériumokat technoldgiai,
¢lettani és orvostudomanyi szempontbdl egyarant meg kell hatarozni. A
probiotikumokra vonatkoz6 technoldgiai elvarasok a kovetkezdek:

stabilitds a  gyartadstechnologia  alatt, megfeleld  érzékszervi
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tulajdonsagok, fagrezisztencia és a tarolas alatti stabil hasznos csiraszam
fennmaradasa (Saarela és mtsai., 2000).

A probiotikumokra vonatkozé élettani (in vitro is vizsgalhatd)
kritériumok: toleraljak a gyomron és a vékonybélen torténd athaladast,
legyenek ellenalloak az epesavaknak, képesek legyenek hamszoveti
adhéziora, tudjanak novekedni a bél lumenében és a bél hamszovetén,
tovabba legyen Kko-aggregaciés képességiik, lehetdség szerint
termeljenek a patogénekre hatd antimikrobidlis anyagokat és legyenek
rezisztensek az antibiotikumokra.

A probiotikumokra vonatkoz6é in vivo kritériumok szerint
képesnek kell lenniiik az immunrendszer erdsitésére, a patogén
mikroorganizmusok  kolonizacidjanak  gatlasara, a laktozbontas
elosegitésére, szamos betegség kozottik a vastagbélrak, gyulladasos
bélbetegségek, sziv és érrendszeri betegségek kialakuldsanak
csokkentésére.

A probiotikumok élettani hatasi kozil talan az egyik
legjelentdsebb az, hogy elGsegitik a bél nyalkahartyaja épségének
megdrzését. Ebbe beletartozik a nyéalkahartya normal fejlddésének a
biztositasa, €s a barrier funkcid megdrzése. Jelenlétiikkel epithelsejt-
proliferacidt és -differencidlodast indukalnak. Fokozzdk azoknak a
fehérjéknek az expresszidjat, melyek a tight junctionok felépitésében
vesznek részt, ezzel a megfelelden illeszkedé tight junctionok
alacsonyan tartjak a bél permeabilitasat. A probiotikumok a mucosahoz
tapadva az epithel sejteken 1évd receptorokon, kompeticioba Iépnek a
patogénekkel és a baktericid fehérjék szintézisét indukaljadk a Paneth-
sejtekben. Kozvetleniil vagy specifikusan gatoljak az idegen
baktériumok megtelepedését, modulaljadk az immunvalaszt. Esszencialis

szerepiik van az immunrendszer miikodésében, mivel képesek indukalni
35



a Toll-like receptorokat. A probiotikus baktériumok kolcsonhatasba
Iépnek a DC-sejtek (dendritikus-sejtek) Toll-like receptoraival, ekkor
intercellularis szignal aktivalodik, mely 6sztonzi a természetes védekezd
immunvalaszt segité T-helper-1 sejtek citokin-termelését (Wacha &
Szijarto 2011). A bélrendszer kedvezé mikrookologidja hozzajarul az
immunrendszer fejlodéséhez, mivel lehetové teszi a lumenben 1€vo
mikrobialis antigének mintavételezését (sampling). Igy az antigének
korlatozott szdmban a nyalkahartydba jutnak, taldlkoznak a GALT
sejtjeivel és egy kontrollalt immunreakcié jon létre (Rosero és mtsai.,
2014), amely véd a patogén baktériumok megtelepedése ellen,
kompetitiv. médon gatolja megtapadasukat ¢€s kolonizaciojukat és
megakadalyozza a transzlokaciot. A rovid szénlancu zsirsavak Szintézise
révén elGsegitik a bél sejtjeinek vérellatasat és csokkentik a béltartalom
pH-jat. Kedvezden befolyasoljak a szervezet metabolikus tevékenységét
(koleszterin felszivodas) és az alabbi vitaminok termelését: tiamin (B1),
folsav (B9), piridoxin (B6), és K-vitamin. A tejsavbaktériumok nem
termelnek rothaszté anyagokat, nem ismert a veliik szembeni allergia,
még az arra érzékeny egyéneknél sem (Isolauri, 2001).

A Bifidobacterium BB-12° (Bifidobacterium animalis subsp.
lactis DSM15954) (3. éabra) a Chr. Hansen leginkabb elismert
probiotikus torzse. Biztonsagos, stabil, az egyik legjobban dokumentalt
probiotikum, 1985-6ta hasznaljak vilagszerte, élelmiszer Osszetevoként
és taplalékkiegészitoként (Alves és mtsai., 2012; Ozer és mtsai., 2008;
Magarinos és mtsai., 2007; Ozcan, 2010). A klinikai vizsgalatokban 100
milliard CFU/nap mennyiségben torténd fogyasztas esetén sem
dokumentaltak az emberi egészségre gyakorolt karosito hatast (Weizman
& Alsheikh, 2006). Teljes genomjanak feltérképezése is megtortént. A

BB-12 torzset Europaban az EFSA (European Food Safety Authority) és
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a QPS (Qualified Presumption of Safety) biztonsagos statuszba sorolta
be, mig az USA-ban az FDA éltal (Food and Drug Administration)
szintén biztonsagosnak itélt GRAS statuszt (Generally Recognized As
Safe) kapott (Chr. Hansen Nu-trish Kézikonyv, 2006).

3.abra Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12) optikai mikroszkéopos képe

Forras: sajat felvétel

Mint dokumentalt probiotikum, rendelkezik a probiotikus torzsre
vonatkoz6  kritériumokkal:  biztonsagossag  (torzs  identitas),
savtolerancia, epetolerancia, bél epithélialis sejtjeihez torténd adhézio,
valamint szavatossagi id6 végéig tartd stabilitds; tovabba képesség a
fogyaszto egészségére torténd kedvezd, terapias hatas kifejtésére, amely
tobbféleképpen nyilvanulhat meg. Az emésztérendszer egészségére
kifejtett hatas (hasmenés ellen, székrekedés ellen), az antibiotikumok
kedvezétlen  mellékhatasanak  csokkentése, megsziintetése, az
immunrendszerre kifejtett kedvezd hatas, a kardiovaszkularis egészség
eldmozditdsa, laktéz intolerancia csokkentése, enyhébb lefolyasu
betegségek  iddtartamanak leroviditése. A  tényleges élettani
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megnyilvanulasokat in vitro, in vivo és human klinikai vizsgalatokkal
kell alatdmasztani, melyek az emlitett baktériumtérzs esetén,
tobbszorosen bizonyitottak.

A L. acidophilus LA-5® DSM13241 (4. 4bra) torzset 1979 ota
hasznaljak  vilagszerte  ¢élelmiszer  adalékanyagként, illetve
taplalékkiegészitoként (Alves és mtsai., 2012; Ozer és mtsai., 2008;
Magarinos és mtsai., 2007; Ozcan, 2010). Jol dokumentalt klinikai
vizsgélatok altal igazolt, hogy 50 millidrd CFU/nap mennyiség
fogyasztasa esetén sem tapasztalhato semmilyen mellékhatds. A torzs
Eurépaban az EFSA altal biztonsagos QPS statuszt kapott (Qualified
Presumption of Safety), mig az USA-ban az FDA, a szintén biztonsagos
GRAS statuszba sorolta be (Chr. Hansen Nu-trish Kézikonyv, 2006).

4.abra Lactobacillus acidophilus (LA-5) optikai mikroszkopos képe Forras: sajat

felvétel

Tanulmanyok kimutattak, hogy a BB-12, valamint LA-5 probiotikumok
kedvez0 hatast gyakorolnak a gyomor-bél traktusra (Bogovic-Matijasic

és mtsai, 2016; Chatterjee és mtsai. 2013; Savard és mtsai.,, 2011),
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csokkentik a léguti fert6zés eléfordulasanak gyakorisagat (Taipale és
mtsai., 2011) csokkentik egyes nemkivanatos baktériumok szamat a
bélben, mint példaul a C. perfringens és Helicobacter pylori (Mohan és
mtsai., 2006, Murakami és mtsai., 2006, Sheu és mtsai., 2006). Az LA-5
¢s a BB-12 fogyasztasa lerdviditette a hasmenéses 1ddszak idétartamat
(Vrese és mtsai., 2011). Mar kialakult vastagbélgyulladasban szenvedd
betegek is jol toleraltdk az LA-5 és BB-12-t tartalmaz6 készitményt egy
éven at tarto alkalmazas mellett is (Wildt és mtsai., 2011). A
probiotikumok tovdbbi kedvezd hatdsa megmutatkozik a humorilis,
cellularis és nem specifikus immunvalaszokban (Kabeerdoss és mtsai.,
2011, Sheikhi és mtsai., 2016, Tejada & Simon, 2000). Kimutattak, hogy
a BB-12 a gyulladds csokkentése révén mérsékeli a koros
immunreakciokat, példaul az atopias ekcéma tiineteit (Jungersen és
mtsai., 2014), valamint enyhitette a Helicobacter pylori fert6zést egy 6

hétig tarté kura soran.

2.6 A bél mikrobiota viltozdsa az életiink sordn
2.6.1 A sziiletés modjanak hatasa a kialakulo mikrobiotara

Az ujsziilottek  emésztérendszerének kolonizacidja a sziiletésnél
kezddédik és erdteljesen befolydsolja annak modja, a csaszarmetszés
vagy a vaginalis sziilés, valamint az anyatejjel és/vagy tapszerrel torténd
taplalas. Eletink elsd napjaiban a belet kolonizalé baktérium
populéaciora az instabilitas a jellemzd. A mikrobiota az anyatejjel vagy
tapszerrel torténd taplalas soran kezd stabilizalodni, tovabba a szilard
¢lelmiszer bevezetése €és az elvalasztds soran 0jbol megvaltozik az

Osszetétele. Ezen til tovabbi modositd tényezOk is hatdssal vannak ra
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ilyen példaul, a kor, a hospitalizdcié valamint az antibiotikumok
hasznalata.

A természetes modon vilagra jott gyermekek a vagina

rrrrr
rrrrr

rrrrr

fekalis floraja alakitja ki (Gibson & Roberford, 1995). Sziiletés utan az
ujsziilott mikrobiomra az alacsony diverzitds és magas bakterialis fluxus
a jellemz6 (Voreades és mtsai., 2014). A bél elsé kolonizal6i fakultativ
anaerob  baktériumok, az E. coli, valamint Staphylococcus,
Streptococcus és Enterobacteria fajok, ezen baktériumok teremtik meg
az obligat anaerobok szamara a megfeleld kornyezetet (Voreades és
mtsai., 2014), fokozatosan elhasznaljak az oxigént és 0j metabolitokat
termelnek, felkészitve a belekben talalhaté kornyezetet az anaerob
baktériumok szamara, melyek koziil a Bifidobacterium, a Clostridium. és
a Bacteroides dominal (Marques ¢és mtsai., 2010). Késébb ezeket a
baktériumokat els6sorban az Actinobacteria és a Firmicutes (Voreades
és mtsai.,, 2014) helyettesitik. A természetes sziiléshez képest a
csdszarmetszés alacsonyabb kolonizacios rataval jar, a bifidobaktérium
szam ¢és a B. fragilis tagjai alacsonyabb mennyiségben vannak jelen
egyes szerzOk szerint (Penders és mstai 2006). A C. difficile gyakorisaga
nagyobb volt bizonyos esetekben (Penders és mstai., 2008). A
legkiemelkeddbb kiilonbségek a C. difficile és a B. fragilis esetén
vehetok észre (Penders és mstai., 2006). A B. fragilis szintje szazszor
alacsonyabb volt, mig a C. difficile szintje szézszor magasabb a
csaszarmetszéssel sziiletett csecsemOk esetén (Penders és mstai., 2006).

Rogton sziiletés utan az Ujsziilott belet olyan fakultativ anaerob
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baktériumok kolonizaljak, mint az Enterobacteriaceae, Streptococcusok.

és a Staphylococcusok (Marques és mtsai., 2010).

2.6.2 Az anyatej hatasa a mikrobiom alakulasara

Az anyatej szamos olyan komponenst tartalmaz, melyek eldsegitik a bél
mikrobiota megfeleld Osszetételének kialakulésat, ide tartoznak egyes
prebiotikus aktivitassal rendelkez6 oligoszacharidok, nukleotidok,
immunglobulinok, citokinek, rovid lanct zsirsavak, és a laktoferrin.
Ezen kiviil az anyatej mikroba Osszetétele is kedvezOnek tekinthetd
(Salazar és mtsai., 2014). A vertikalis transzmisszié miatt az 0jsziilott
bél mikrobidtaja hasonlit az anyaéra (O’Toole & Claesson, 2010).
Tenyésztéses €s molekularis modszerekkel is kimutattdk, hogy az
anyabol szarmazé bélbaktériumok jelen vannak az anyatejben (Martin és
mtsai., 2009). Az Gjsziilott mikrobidtat ezen az Gton is kolonizalhatjak a
baktériumok (O’Toole & Claesson 2010). Az els6 kolonizalok fakultativ
anaerobok, ezeket kovetik a szigortian anaerobok (O’Toole & Claesson
2010). A B. longum subsp. infantis genom analizise alapjan kimutattak,
hogy specialis stratégidja van azon tejbdl szarmazd molekuldk
hasznositasara, melyeknek nincsen az 1jsziilott szamara tapértéke
(Ottman és mtsai., 2012). Ez arra utal, hogy a baktérium és az 0jsziilott
»gazdaszervezet” evollcidja parhuzamosan ment végbe. Tobb mint 700
baktérium fajt azonositottak a human anyatejben (Voreades és mtsai.,
2014). Az anyatej kémiai Osszetétele befolydsolja a bél mikrobiotat,
azaltal hogy olyan oligoszacharidokat tartalmaz melyeket a
Bifidobacterium spp. szelektiven hasznal fel (Voreades és mtsai., 2014).
Az anyatej a legjobb opcid az ujsziildttek novekedésének és fejlédésének

a tamogatasara (Marques és mtsai., 2010), és ezen kiviil folyamatos
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baktérium forras is a csecsemd bélrendszerének kolonizacidja szamara
(Marques ¢és mtsai., 2010). Az egészséges anyaktol szarmazd tej 10°
CFU/g baktériumot tartalmaz (Marques és mtsai., 2010), pozitiv hatasai
miatt, szamos probalkozas tortént olyan tapszer eldallitasara, amely az
anyatej kedvezO hatasaival bir, mely foként a tapszerhez adott
probiotikumok és/vagy prebiotikumok hozzdadasaval tortént (Marques
és mtsai., 2010). A prebiotikumok lecsokkenthetik a fertdézések
el6fordulasanak mértékét csecsemdékben (Salazar és mtsai., 2014). Az
anyatej erésebb trofikus valaszt valt ki, mint a tapszer, ami arra utal,
hogy a humén tej bioaktiv komponensei fontosak a gasztrointesztinalis
fejlodéshez. Az anyatejbdl izolalt tejsavbaktériumok a patogén
baktériumok széles spektrumat képesek gatolni. A gatldé hatds a
kompetici6 mellett magiba foglalhatja olyan antimikrobidlis
alkotoelemek termelését is, mint a bakteriocinek, szerves savak vagy
hidrogén peroxid (Martin és mtsai., 2009). Kutatasok igazoltak, hogy az
anyatejben talalhato €16 baktériumok az anyai bélbdl szdrmaznak, és az
eml6 mirigyhamsejtjeihez endogén tutvonalon keresztiil jutnak (az
ugynevezett entero-emlé tUtvonal) el (Martin és mtsai., 2009). A
baktériumok vertikalisan adddhatnak at, ezt alatamasztja a korai széklet
minta hasonldsdga az anyai vaginalis, fekalis vagy bor mikrobiotaval

(Palmer és mtsai., 2007).

2.6.3 Kiilonbség anyatejjel és tapszerrel taplalt csecsemdk

rrrrr

Az ujsziilottek bél Okoszisztémaja relative egyszerlinek tekinthetd,
beleiket a bifidobaktériumok els6ként kolonizaljak, a bakterialis

kozosség 60%-at is kitehetik. A referencidnak a természetes moddon
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sziiletett, anyatejjel taplalt csecsemd szamit. Ezzel ellentétesen a
tapszerrel etetett gyermekekben a  bifidobaktérium  lassabban
kolonizaloédik (Lynch és mitsai., 2015). Bizonyos tanulmanyok arra
utalnak, hogy azok a csecsem6k, melyeknél a bifidobakteridlis
kolonizéacidja késobb kovetkezik be vagy/és a bifidobaktérium szam
alacsonyabb, jobban ki vannak téve gasztrointesztinalis vagy allergias
allapotoknak (Martin és mtsai., 2009). Kezdetben az olyan fakultativ
anaerobok dominalnak, mint az E. coli és az Enterococcusok (Gibson &
Roberford, 1995), melyek Iétrehozzdk azt az erésen redukalt
kornyezetet, ami az obligdt anaeroboknak sziikséges (Gibson &
Roberford, 1995). Az ujsziilott mikrobiomjanak diverzitdsa fokozatosan
né az id6 elérehaladtaval (Ottman és mtsai.,, 2012). Anyatejjel vagy
tapszerrel etetett csecsemOk esetében gyakran izolaltdk az alabbi
fajokhoz tartozo torzseket: B. breve, B. longum subsp infantis, B.
longum, B. bifidum. Szintén kimutattak, de kevésbé gyakran az alabbi
torzseket: B. catenulatum, B. adolescentis, B. pseudolongum, B. dentium.
Az anyatejjel taplalt csecsemdk esetén a bifidobaktériumok dominélnak,
mig a tapszerrel etetett csecsemdk esetén az E. coli, a Cl. difficile, a
Bacteroides fragilis és lactobacillusok magasabb szamban vannak jelen.
A mikrobiota mintazatban egy erds anyai ,,alairas” tapasztalhato, amely
nem marad fent korlatlanul (O’Toole & Claesson 2010). Az, hogy
anyatejet hasznalunk vagy tapszert meghatarozza a kolonizalo
bifidobaktériumok tipusat is (Ottman és mtsai., 2012). Az anyatejjel
taplalt csecsemdk tapcsatorndja nagy mennyiségben tartalmaz B. breve-t,
a tapszerrel taplalt csecsemdk inkabb B. longum-ot (Ottman és mtsai.,
2012). Az ujsziilott bél mikrobiotat a Proteobacteria dominalja (Salazar
¢s mtsai.,, 2014). Az anyatejjel taplalt csecsemdkben tobb a

bifidobaktérium €s kevesebb a patogén, mint a tapszerrel etetetteknél,
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ahol a Bacteroides ¢és Clostridium van jelen, és magas a Klebsiella szint.
Amikor a Bifidobaktérium fajok eloszlasat vizsgaltak anyatejjel és
tapszerrel etetett csecsemOk esetén, kis kiilonbség volt az anyatejjel és a
tapszerrel taplaltak bélbaktérium Osszetételiik kozott, azonban tobb
bifidobaktérium fajt mutattak ki anyatejjel valo taplalas esetén, mint
tapszerrrel etetett tarsaiknal (Klaasens ¢és mtsai., 2009). A B.
adolescentis a  leggyakrabban  megtalalhato  bifidobaktérium
felnéttekben, csak kis mennyiségben fordul elé tapszerrel etetett
csecsemOk esetében ¢és egyaltalan nincs jelen anyatejjel etetett
csecsemOkben (Klaasens és mtsai., 2009). A kisgyermek 2-3 éves korara
a bélmikrobidta hasonlova valik a felndttekéhez. A kezdeti kolonizécio
soran mikrobidlis szukcesszid megy végbe és a kialakult baktérium
populaci6 nem stabil. Egy hoénapos korban az anyatejjel etetett
csecsemOkben kevesebb volt a C. difficile és az E. coli, mint a tapszerrel
etetett csecsemdk esetén. A két csoport esetén a bifidobaktérium
mennyiség  Osszehasonlithato. Az anyatejjel etetett csecsemdk
mikrobidtdjaban a bifidobaktériumok uralkodnak (Penders és mstai.,
2008). A csak tapszerrel etetett csecsemdket, gyakrabban kolonizélta az
E. coli, C. difficile, és B. fragilis csoport, valamint a laktobacillusok mint
a kizardlag anyatejjel etetett csecsemoket. A C. difficile mennyiség is
magasabb a tapszerrel etetett csecsemdk esetén (Penders és mstai.,
2008). Az oligoszacharidot tartalmazo tapszerrel etetett csecsemdk
székletében nagyobb a bifidobaktérium mennyisége (Penders és mistai.,
2008). Az antibiotikum hasznalat a fakultativ anaerob mikrobak
(Bifidobacteriumok és Bacteroides) szintjét lényegesen csokkentette
(Penders ¢és mtsai.,, 2008). A laktéz hidrolizise nem teljes a
vékonybélben, innen tovabb emésztetleniil jut a vastagbélbe ahol, mint

prebiotikum hatéssal lesz a bélflorara. Tejcukor jelenlétében kedvezdbb
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a kalcium abszorpcidja és az asvanyi anyagok hasznosulasa, mivel a
laktozbol keletkezd tejsav altal 1étrehozott savas kozeg javitja a
kalciumsok oldhatosagat (Csapd, 2002).

A gyerek sziiletésekor ¢és nevelése soran fenndlld kornyezet
kisebb mértékii, akkor nagyobb Enterococcus és Lactobacillus szam a
jellemz6 (O’Toole & Claesson, 2010).

2.6.4 A felnéttek és az idosek mikrobidtaja

A felnéttkor soran a bél mikrobiota elég stabil a fajok szintjén, azonban
a torzsek szintjén mehet végbe jelentds valtozas (Tithonen és mtsai.,
2010). Szamos tanulmany foglalkozik ezzel a témaval, viszont fontos azt
megjegyezni, hogy nehezen determinalhaté az idés kor meghatarozasa.
Nehéz meghtizni a hatart, ahonnan az o6regedést szamoljuk. A kor
elérehaladtaval a taplalkozasi szokdsok és az életvitel is megvaltozhat
(Biagi és mtsai., 2012). Nem létezik olyan egyszerii marker, mellyel
jellemezhet6 lenne a fekalis mikrobidta valtozasa a kor fliggvényében.
Egyediil a diverzitas csokkenése lehet jele az 6regedésnek (Tiihonen és
mtsai., 2010), azonban ez nem feltétleniil a korral fligg Ossze, hanem
okozhatja az altalanos egézségi allapot romlasa, a nem megfeleld
taplalkozas, vagy egyes gyogyszerek hasznalata is (Rondanelli és mtsai.,
2015). A jelenlegi eredmények arra utalnak, hogy az iddsddés folyaman
olyan valtozasok mennek végbe a mikrobiotaban melyek az egészségi
allapottal €s a taplalkozassal fiiggnek Gssze.

A bél mikrobidtdban erdteljes valtozast a gyogyszerek,
leginkabb az antibiotikumok szedése okozhat (Tiithonen és mtsai., 2010).

A legtobb tanulmany szerint a Clostridiumok mennyisége megno,
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kiilonésen az antibiotikum kezelés esetén, melyet a Clostridium fajok
diverzitasanak a novekedése is jellemez (Woodmansey, 2007). A széles
spektrumu antibiotikumok hasznalatanak kdszonhetden megnovekedhet
a C. difficile-hoz hasonlé patogén baktériumok mennyisége. A gyomor
csokkend savtermelése mikrobialis talnovekedést idézhet elé a
vékonybélben, amely gatolhatja a tdpanyagok és vitaminok abszorbcidjat
(Tiihonen ¢s mtsai., 2010). A végbél mikrobiotajat a gasztrointesztinalis
rendszerben végbemend véltozasok, a taplalkozas és a gazdaszervezet
immunrendszerének ~a  moddosuldsa  egyarant  befolyasoljak
(Woodmansey, 2007).

Megfigyelték, hogy az életkor elérehaladtdval az életképes
Bacteroides fajok mennyisége csokken, valamint azt is, hogy a
folyamatot a tobbszori antibiotikum kezelés felerésitette (Woodmansey,
2007). Korhazi ellatasban részesiild idds embereknél szintén felfigyeltek
a Bacteroides mennyiségének a csokkenésére (O’Toole & Claesson,
2010). A proteolitikus  baktériumok, mint a fusobaktérium,
propionibaktérium és  clostridium nemzetségbe tartozd  fajok
mennyiségének novekedése szintén megfigyelhetd iddsebb populacioban
(Woodmansey, 2007). Mitsuoka (1990) szerint id6sebb korban a
bifidobaktériumok szdma csokken, mig ezzel parhuzamosan a C.
perfringens, valamint a laktobacillusok, koliformok és enterokokkuszok
mennyisége novekszik (Tiithonen és mtsai., 2010). Ezzel 6sszhangban,
Hopkins és mtsai (2001) szerint a bifidobaktériumok szama alacsonyabb
volt az idésebb személyekben, mint a fiatalabbakban; azonban nem
talaltak eltérést a Bacteroides, Enterococcus, Enterobacterium ¢és
Clostridium szintben a fiatalabb és az iddsebb személyek kozott,
valamint ugy talaltak, hogy a Lactobacillusok mennyisége nem nagyobb,

hanem kisebb volt az id6sek bélrendszerében (Tiithonen és mtsai., 2010).
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A Lactobacillus/Enterococcus mennyiség megné az idések
legjellemzdbb tulajdonsaga a  kedvez6 bifidobaktériumok
mennyiségének csokkenése. A szamos bifidobaktérium faj mely az
ujsziilottekre és a felndttekre jellemzo egy-két dominans fajra csokken le
az iddések esetén (Woodmansey, 2007). Korhazba utalt idéseknél a
bifidobaktérium mennyiség csokkent (O’Toole & Claesson, 2010). Ezzel
szemben, He és munkatarsai (2003) magasabb Bifidobacterium szintet
figyeltek meg idésekben a fiatalokhoz képest (Tiihonen és mtsai., 2010).
A korral az olyan kedvezé baktériumok szama, mint a laktobacillusok és
a bifidobaktériumok szama csokken (Zwielehner és mtsai., 2009). A
korral az anerobok szama csokken, mig a fakultativ anaerobok szama né
(Zwielehner és mtsai., 2009). Az enterobaktériumok, sztreptokokkuszok,
sztafilokokkuszok és élesztok mennyisége megnd az id6sodé bélben
(Woodmansey, 2007). A Bacteroides, Prevotella, Bifidobacteria és
Lactobacillus spp. faj diverzitasa csokken, az Enterobacteriaceae,
Staphylococcusok, Streptococcusok és Candida albicans faj szama né
(O’Toole & Claesson 2010). Az 0ssz diverzitasa az idés bél
mikrobiotanak alacsonyabb volt, mint a fiatalabb felnétteké (Zwielehner
¢és mtsai., 2009).

A csokkent bélmozgas miatt a székrekedés egy id6sekre jellemz6
probléma (Woodmansey, 2007). Az iddsekre jellemz6 fizioldgiai
valtozasoknak koszonhetden, a béltartalom lassabban halad at a
tapcsatornan ugyanakkor a sulya kisebb, és a bakterialis anyag tartalma
is csokken. A hosszabb tartozkodasi id6 megnoveli a bakterialis
fermentacid id6tartamat. A bélbaktériumok Osszetételében torténd
valtozasok, a diétaban végbemend kedvezdtlen modosuldsok és a bélben

valo 4thaladéshoz sziikséges 1d6 megnovekedése eldsegithetik a
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végbélben vald rothadast €s a nagyobb hajlamot a gasztroenteritiszre
idésekben (Woodmansey, 2007). Az idések fogazatanak allapota, vagy
hianya miatt, a ragaskor kifejtett er6 csokkenhet ezen, hatasok illetve
egy¢b mas  ¢élelmiszer  Osszetevok  befolyasoljdk a  bél
mikroorganizmusok novekedését. Az Oregkorral tarsithatd jelenség egy
alacsony szintli szisztémikus gyulladas, amely az immunoszeneszcencia
(immunrendszer Oregedése) része. A gyulladas szintjét az iddsekben a
bél mikrobidta szabalyozza (O’Toole & Claesson, 2010). Az 6regedéssel
egylitt jard valtozds a taplalkozasban, a betegségek eldforduldsanak
megndvekedése, az ezzel egyiitt jard gydgyszer szedés megvaltoztatja a
mikrobidlis kozosség Osszetételét az emésztorendszerben (Tithonen és
mtsai., 2010). Az id6s6d6é bélben megné a proteolitikus aktivitas,
csokken az amilolitikus aktivitds és a rovid lancu zsirsavak szintje
(Woodmansey, 2007). Az idések széklet mintaiban a baktériumok
Osszcsiraszama csokken (Zwielehner és mtsai., 2009). El6fordulhat,
hogy a korral jaro gyulladasos allapot okozza a valtozasokat a bél
mikrobiota Osszetételében. Az iddseknél a fizikai mozgas hidnya miatt
az intesztindlis athaladasi id6 megnd. A korral a gyomorsav szekrécid
lecsokken és megnd a nyalkahartya permeabilitasa (Rondanelli és mtsai.,
2015).

A fekalis bifidobaktériumok szintjének emelkedése dnmagaban
nem eldny az egézségre nézve, csak indikatora az intesztinalis
egézségnek (Tiithonen és mtsai., 2010). A bizonyitékok arra utalnak,
hogy az egészséges 1d0s személyek mikrobidlis kozosségének
Osszetétele hasonld az egészséges felndttekéhez. Az, hogy az egyén
egészsége jarul hozza a mikrobiota stabilitdsdhoz vagy a forditott helyzet

all fenn, még ismeretlen (Voreades és mtsai., 2014).
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2.7 AGALT

A GALT (bélhez kapcsolt limfoid szovet) a szervezet legnagyobb
kiterjedésti immunszerve. Szoros kapcsolatban all a tobbi nyalkahartya
eredeti (mucosalis) immunszervvel, amelyek a nyalmirigyekben, az
emlOmirigyekben, a tiidében (BALT, tiid6hoz kapcsolt limfoid szdvet)
¢és az urogenitalis nyalkahartyaban taldlhatok meg. Alkotorészei
sajatosan szervezett és nem szervezett részekre oszthatoak fel (5. abra).
A GALT szervezett részei a Peyer-plakkok, a vékonybél szoliter
follikulusai és a mesenterialis nyirokcsomok. A szervezett rész az
immunvalasz kezdeti kialakulasanak a helye. A nem szervezett részek a
Lamina Propria, az intraepithélialis terek (felszini epithélium és
Lieberkiithn-cryptak) és az intraepithélialis limfocitak. A nem szervezett
részek az immunvalasz elvezetd részét képezik (Arato, 2013, Mowat és
mtsai.,, 2004). A Peyer-plakkokat fed6 epithélium sejtjei kozott
talalhatjuk az M-sejteket, melyeken a makromolekulak felszivodasa
torténik. Az M-sejtek mintegy korbedlelik a kozvetlenill alattuk
elhelyezked6 limfocitakat, a makrofagokat, melyeknek az antigén
bemutatasban fontos szerepiik van, és a dendritikus sejteket. A Peyer-
plakkokban elkdtelezett limfocitak tovabb jutnak a mesenterialis
nyirokcsomédkba. A Lamina Propridban nagy szamban talalunk
szétszortan elhelyezkedd limfocitakat, plazmasejteket és makrofagokat.
A limfocitak fele T-sejt, a masik fele pedig B-sejt, melyek tobbségén
IgA immunglobulin taldlhato, itt csak kevés IgG-izotipus talalhato
(Mowat & Bain, 2011). Az intraepithélialis limfocitak az epithélialis
sejtek kozott helyezkednek el, szamuk az antigének mennyiségét tiikrozi.
A vékonybél nyalkahartya epithéliuma a Lieberkiihn-cryptdkban
elhelyezkedd Gssejtekbdl folyamatosan megujul. Tobbek kozott ezekbdl
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az 6ssejtekbdl alakulnak ki az enterocitak, a mucint képzo kehelysejtek,

az enteroendokrin sejtek és a Paneth-sejtek is (Leon, 2011).
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ROl
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5.abra A GALT részei (Magalhaes és mtsai., 2007 nyoman)

2.7.1 A GALT védelmi vonalai

A bélhez kapcsolt limfoid szdvet elsddleges védelmi vonala egy
mechanikus védvonal, az igynevezett tight junction. A tight junction az
egészséges epithélialis sejtek  sejtk6zotti  szorosan  elhelyezkedd
kapcsolostruktaraja, mely a passziv védelmet jelenti, és az epithel
hamsejtek szoros kapcsolodéasaval képes fenntartani a bél nyalkahértya
alacsony  permeabilitdsat, igy megakadalyozni a  patogének
tovabbjutasat. Elhelyezkedését tekintve a nyalkahartyat, valamint a
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kommenzalista bélbaktériumokat hatarolja el egymastol (Rosero, 2014).
A kovetkezd védelmi vonal a nyalkahartya hamsejtjei altal termelt
antimikrobialis peptideké (AMP), amely mechanikai és kémiai barrier
funkciot is betolt. Az AMP-k {6 forrasai a Lieberkiihn-cryptakban
elhelyezked6 Paneth-sejtek, de az enterocitdk is termelnek kiilonbozo
hatasspektrumi AMP-ket, példaul B-defensineket és cathelicidineket. A
Paneth-sejtek altal termelt legfontosabb AMP a HD-5, ezen Kkiviil
termelnek o-defensineket, lizozimot, szekretoros-foszfolipaz-A2-t és
szekrécios leukocitaproteaz-inhibitort (SLPI) is (Shi, 2007). A termelt
antimikrobialis anyagok nem csak a Gram-pozitiv és -negativ
baktériumok, gombak, virusok és protozoak ellen hatasosak, hanem ezen
kiviil még a Lieberkiihn-cryptdk aljan taldlhatd Ossejtek védelmét is
biztositjdk. Ez a komplex 0Osszetételi glycocalix nyakréteg
megakadalyozza a patogén, és a kommenzalis bélbaktériumok kozvetlen
kontaktjat a bél nyalkahartyajaval. Ez azt jelenti, hogy teljesen
egészséges emberben, akinél ez a védelmi vonal tokéletesen mitkodik, a
bél hamsejtjeinek a kozvetlen feliilete steril (Agerberth & Gudmundsson
2006). Az antimikrobidlis peptidek védelemben betoltott elénye, hogy
gyulladdsos reakcid kivaltasa nélkiil biztositja a mikroflora és a
nyalkahartya homeosztazisat. Tovabba, biologiai aktivitdsuk révén
hatnak az immunsejtekre is, a bél nyalkahartyaban jelen 1évd
limfocitdkra, az antigén prezentald sejtekre, a makrofagokra és a
dendritikus sejtekre (Menzel & Rogler 2009). Ha azonban a patogének
mégis atjutnak ezen a nydkrétegen, akkor szembe talaljak magukat a
kovetkezO, mar az aktiv védelmi vonalhoz tartozd biokémiai védelmi
elemmel, a mintazat felismeré receptorokkal. A mintazat felismerd
receptorok (PRR) a természetes immunvalaszban részt vevd sejtek

felszinén (pl.: antigén-prezentalé dendritikus sejtek felszinén) vagy
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barmely intesztinalis epithélialis sejten jelennek meg. A patogénekre
jellemz6 struktarat vagy molekularis jellemzo6t, vagyis egy koérokozo
asszocialt molekularis mintazatot ismernek fel (Rasmussen és mtsai.,
2009). A PRR receptorok gyorsan felismerik a patogéneket és az
invaziét megkezdd mikrobakat is, és hatasukra, rajuk nézve kedvezdtlen
koriilményeket alakitanak ki. Eldszor az antimikrobidlis peptidek
fokozott termelése indul meg, ez utdn immunmodulal6 hatast indukalnak
¢s a természetes immunvédekezés elemeit is mozgositjadk. A jellemzo
mintazatok aktivaljdk a receptorokat ¢és stimulaljak a jelatviteli utakat,
specifikus génexpressziot valtanak ki és ezaltal antimikrobialis és
gyulladasos folyamatok alakulnak ki (Cario, 2005). A mintazat felismerd
receptoroknak két csoportja van, a Toll-szeri (TLR) receptorok,
amelyek a természetes immunvalasz egyik kozponti elemét képezik,
valamint a NOD-receptorok. A TLR-receptorcsaladnak jelenleg tiz
receptora ismert, melyek foként a sejtfelszinen és az endoszomakban
jelennek meg ¢és akkor aktivalodnak, amikor a mikrobak megtapadnak a
nyalkahartyan. A NOD-receptorok sejtek kozott, az endoszémakban és a
citoplazmaban talalhatoak meg (Lapis, 2009, Menzel & Rogler, 2009).
Lathatjuk, hogy a bél nyalkahartya barrier funkcidja tobb 1épcsos, jol
szabalyozott védelemmel rendelkezik, azonban barmely szabéalyozasi
pont sériilése bélgyulladas kialakulasahoz vezethet, amivel a mucosa

épsége is sériil.

2.7.2 A GALT miikodése

A GALT-hoz kapcsolt immunrendszer miikkodését az antigének idézik
el6, melyek lehetnek példaul proteinek, virusok vagy baktériumok. Az

antigének eldszor, az M-sejteken keresztiil taldlkoznak a Peyer-
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plakkokban elhelyezked6 limfocitakkal. Az M-sejtek alatt makrofagokat
talalunk, ezek prezentdljak az antigént a CD4+ sejteknek. Az antigén
bemutatd sejtek eldszor hidrolizaljak, feldolgozzak, kisebb részekre
bontjak az antigéneket, ez utan azok a sejtfelszinre keriilnek, ahol az
MHC II molekulakkal (HLA-DP, -DQ, -DR) egy komplexet képeznek.
Az MHC-k a f6 hisztokompatibilitdsi komplexek, kodominansan
oroklédo alloantigének. Az emberben HLA-nak nevezett sejtfelszini
fehérjék. Két tipusuk van az MHC 1 és II osztaly. Feladatuk az
antigénpeptidek bemutatasa a T-sejtek szamara (Falus, 1998). Ahhoz,
hogy az aktiv immunvélasz kialakuljon, az antigén-prezentalo sejteken
¢s a T-helper sejteken megtalalhatd, kostimulalé molekuldknak
egymashoz kell kapcsolddniuk. Az antigénnel torténd elsé talalkozast,
amikor a T-helper sejtekbdl citokinek szabadulnak fel és kivaltjak a T-
és B-sejtek tovabbi aktivaciojat, primingnek nevezziikk. A priming
folyamata sordn a switch (atkapcsolas) révén IgA izotipusu bizonyos
antigénekkel elkotelezett memoria-B  és  T-sejtek  képzddnek.
Citokintermelésiik alapjan tobbféle T-helper sejttipust kiillonboztetiink
meg. A T-helper-1, amely interleukin-2-t (IL-2), interferon-y-t,
lymphotoxint, tumornekrézis faktor-o-t (TNF-o) termel, szerepe a
sejtkozvetitett immunvalaszban van. A masik csoport, a T-helper-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 citokineket termel és a humoralis
immunvalaszért felelés. A T-helper-1 és T-helper-2 citokinjei egymast
kolcsondsen gatoljak. A citokinmintazatuk alapjan megkiilonboztetiink
T-helper-3 és T-regulator-1 sejteket. A T-regulator-1 sejtek csoportjahoz
tartoznak az ugynevezett szupresszor sejtek, melyek a kovetkezdk: a
CD4+, CD25+ és a CD8+. Az elkotelezett T- és B-sejtek a nyirokereken
keresztiil elhagyjak a Peyer-plakkokat és a véraramba keriilnek. Utjuk

soran athaladnak a mesenterialis nyirokcsomokon, ahol a primingon
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atesett limfocitdk tovabbi érési folyamata torténik. A véraramon
keresztiil a limfocitak nagy része visszakeriil a vékonybélbe (Arato,
2013)

Az oralis tolerancia révén a bélbe keriild antigénekkel szemben
az immunrendszer szelektal, tehat nem alakul ki immunreakcio/valasz
minden egyes antigénre. Ezt a kontrollalt felszivodast az antigének
,mintavételezésének™ nevezzilk. A bélrendszer tartalmanak specifikus
immunologiai azonositasa az ,,0ral tolerance”. Ha példaul az antigén
bemutato6 sejtek felszinén nincsen aktivalt kostimulalé molekula, amivel
komplexet hozna létre az MHC-vel és ezzel aktivalna a CD4+ T-helper
sejteket, akkor tolerancia alakul ki. Tolerancia alakul ki akkor is, haa T-
sejten a kostimuldld molekula a CTLA-4, ami az antigén-prezentalo
sejtekhez kapcsolodik, és ezzel csokkenti a T-sejt aktivacidjat (Clair és
mtsai., 2007). A harmadik gatlo tényezo lehet, hogy a CD+ dendritikus
sejtek, retinsav termelésiik altal képesek gatolni a T-helper-1 és T-
helper-2 sejtek immunvalaszat (Matteoli és mtsai., 2010, Veldhoen &
Brucklacher-Waldert, 2001).

2.8 A bél mikrobiota megvaltozasdval dsszefiiggd betegségek
2.8.1 Gluténérzekenység

A coeliakia vagy mas néven lisztérzékenység vagy gluténérzékenység, a
vékonybél-nydlkahartya sorvadasaval jar6 betegség. Ezt az
immunmedialt betegséget a gabondk magvainak tarolofehérjéi, a glutén
¢és a rokon prolaminok valthatjak ki. Pontosabban, a tiinetek
kialakulasaért a glutén alkoholban oldott fehérjefrakcioja a felelds, ami a
buzaban a gliadin, a rozsban a hordein, az arpaban a secalin. A pontos
patomechanizmus maig még nem ismert, bizonyitott viszont, hogy a
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velesziiletett és az adaptiv immunitas, valamint egyéb kornyezeti
faktorok is szerepet jatszanak a kialakulasdban. A ma ismert magyarazat
szerint a coeliakiasokban a gliadin vékonybélnyalkahartya karositd oka a
kovetkezd. A transzglutamindznak fontos élettani szerepe van, segiti a
sebgyogyulast, stabilizadlja a kotészovetet ¢€s sejthalal (apoptozis)
segitségével a tobbi sejtet védi. Ha intracellularisan helyezkedik el, az
antitestek nem férnek hozza, nem indukal koéros folyamatokat, ha viszont
a sejt kozotti térbe jut, akkor fehérjével kapcsoldédva (gliadin) mar a
szervezet ellenanyagként ismeri fel. A transzglutaminaz képes magéhoz
kotni a gliadint, igy egy transzglutaminaz-gliadin komplex jon létre.
Egészséges emberekben a Lamia Propriaban 1évé B-sejtek felismerik ezt
a komplexet és a T-helper sejtek nem fogjak indukalni a B-sejtek
specifikus  ellenanyag képzddését. A  betegségben szenveddk
immunrendszere reagal a komplexre, a B-sejtek felveszik, feldolgozzak
¢és a specifikus CD4+ T-sejtek bemutatjak. Aktivacio torténik, ha van
DQ2 wvagy DQ8 hisztokompatibilis antigén, ekkor a T-sejtek
aktivalodnak, megindul a citokin termelés ¢és ez altal a B-sejtek
antitranszglutaminaz antitesteket fognak termelni (Sollid és mtsali,
1997). Minden coeliakiasban kimutathatdé a HLA-DQ2 vagy-DQ8
(human leukocyte antigen) antigén, ez a populacid6 20-30%-ban
ugyanigy eléfordul, de természetesen a betegség eldéforduldsa ennél joval
alacsonyabb, egy szazalék koriili. Ez is bizonyitja, hogy a kornyezeti
faktoroknak is jelentds szerepiik van a betegség kialakuldsaban
(Akobeng és mtsai., 2006). A betegség klasszikus tiinetei a felszivodasi
zavarral Osszefiiggd testsuly-csokkenés, nagy tomegli zsiros széklet,
hasmenés, puffadds, vérszegénység, bortiinetek, dermatitis psoriasis. A
glutén mentes étrend kovetésével a tiinetek teljes mértékben

megsziinnek.
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2.8.2 Gyulladasos bélbetegségek

A gyulladasos bélbetegségek csoportjaba tartozik a Crohn-betegség
(CD), a colitis ulcerosa (fekélyes vastagbélgyulladas) (UC) és az
irritabilis bélszindroma (IBS). Mig a Crohn-betegség a teljes tdpcsatorna
hosszat, barhol érintheti, addig a colitis ulcerosa csak a vastagbél
tertiletére jellemzd. A tiinetek kozott jelentkezik a hasi fajdalom,
puffadas, tobbszori székletiirités, hasmenés, vagy székrekedés, olykor
véres széklet. Harom klinikai megjelenési format irtak le, az
elsddlegesen hasmenéssel, az elsddlegesen székrekedéssel és a kettd
valtakozasaval jard tiinet egyiittest. Az IBS az egyik leggyakoribb
funkcionalis bélbetegség, az iparosodott orszdgokban a népesség 10-
20%-at érinti (Konig & Brummer, 2014). Genetikailag hajlamositd
faktorok is szerepet jatszanak a kialakuldsaban, de taplalkozasi és
¢letmodbeli szokasok is befolyasoljak. Kialakuldsuk oka egyértelmiien
még nem ismert, a genetikai €s kornyezeti tényezOk mellett az
immunoldgiai tényezdknek is komoly befolydsoldé hatisa van. A
hajlamosité gének tobbsége a velesziiletett adaptiv immunitasban, az
epithélialis  permeabilitisban és a  baktériumok intracellularis
feldolgozasaban jatszik szerepet. Osszességében tobb okra vezethetd
vissza a gyulladasos betegség kialakulasa. Ujabb vizsgalatok kimutattak,
hogy a gyulladdsos bélbetegségben szenveddk ¢és az egészségesek
bélflordjanak Osszetételében eltérés tapasztalhatd. A betegeknél a bél
mikrobiota  diverzitasanak  csokkenése  figyelhet6 meg. A
bifidobaktériumok szama csokken, mig a Bacteroides és Clostridia
torzsek mennyisége nd (Parkes és mtsai., 2012). Ez komoly kockazatot

jelent a diszbidzis kialakulasara. A bél nyalkahartyajanak €s a bél
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mikrobiota kdz0sség szimbiozisanak megvaltozasa igen nagy kockazati
tényezd az IBS megjelenésében (Fehér ¢és mtsai, 2014). A betegségre
jellemzd elvaltozas, a bél-nyadlkahartyaja altal szekretalt probakterialis
anyag (mucin) ¢&s antibakteridlis anyagok (lizozim, defensin,
cathelicidin) abnormalis szekrécioja. A nyak-termelés mindsége ¢&s
mennyisége megvaltozik, termelddhet fokozottabb vagy csokkent
mértékben, mely okozhatja hasmenés kialakulasat. Ennek kovetkeztében
a jotékony probiotikumok sem képesek a Kitapadasra és kolonizaciora,
igy kedvezd hatdsukat sem képesek kifejteni. A masik jellegzetes
elvaltozas az tigynevezett leaky gut (atereszté bél) szindroma, vagyis a
nyalkahartya barrier funkcioinak a zavara (Gecse és mtsai.,, 2012). A
bélnyalkahartydn atjut6 makromolekuldk kotddnek a bélfalban 1évo
ham-, ideg-, immun, ¢és hajszalér sejtjeikhez, ezaltal korosan
befolyasolhatjak a helyi és az altalanos immun-, idegi-, és anyagcsere
folyamatokat (Keita-S6derholm, 2010).

2.8.3 Tejfehérje allergia

A tejallergiat a tejben talalhatod fehérjek valtjak ki, leggyakrabban az
alfa-laktalbumin, béta-laktoglobulin és a kazein. A genetikai faktorok is
szerepet jatszanak, hiszen ha mindkét sziildben eléfordul a betegség,
akkor a gyermekben val6 kialakuldsanak a valdszinlisége 23% kortil van,
mig egyéb esetben csupadn 2-3%. A tiinetekért a nem IgE-medialt
sejtkozvetitett immunreakcio felelds. A leukocita migraciot gatlo faktor
¢és a tumornekrozis-faktor-alfa felszabadulasa fokozott, mely noveli a bél
permeabilitasat. A jellegzetes tlinetek a tejfehérjét tartalmazé élelmiszer

elfogyasztasa utan jelentkezd diszkomfort érzés, puffadas, hasmenés. Ha
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a tejfehérjét teljes mértékben elhagyjék, a tiinetek megszlinnek, azonban

tejexpozicio esetén ismét jelentkeznek (Arato, 2013).

2.8.4 Diszbiozis

Fert0zést vagy antibiotikumos kezelést kovetden a mikroflora szamaban
és Osszetételében komoly valtozas kovetkezik be. A kommenzalis
baktériumok csokkenése tapasztalhatd a patogének javara. Ennek
kovetkeztében a jotékony bélbaktériumok helyett a patogének és/vagy
szaprofita baktériumok fejtik ki stimuldld hatasukat a gazdaszervezet
bélnyalkahartyajara, ez a neuroimmun és az anyagcsere folyamatok
tulmiikodését (upregulation) generalja, melynek kovetkeztében helyi
vagy szisztémas gyulladés alakul ki. A gyulladas kialakuldsa mellett a
tapanyag felhasznalasban, megemésztésében is zavar tdmad. A
diszbiozis nemcsak lokalis bél nyalkahartya gyulladast okozhat, hanem
szisztémikus hatasa miatt szamos mas betegség kivaltd oka is lehet. A
bélflora megvaltozasa nemcsak a gyulladdsos bélbetegségben, példaul
irritabilis bél-szindroéma, Crohn-betegség, colitis ulcerosa, tapasztalhato,
hanem a 2-es tipusi diabétesz, hipertonia, elhizas, carcinoma,
arteriosclerosis, Alzheimer-kor és Parkinson-kor esetében is felléphet
valtozas (Turnbaugh & Gordon, 2009). A test mas pontjan fellépd
megbetegedések egyik példdja a szem felszini nyalkahartydjan, a
szaruhartyan, kotOhartyan kiilonosebb kivalto ok nélkiil kialakuld
gyulladds. A tilinetekre jellemz0 a széraz vagy épp ellenkezdleg
konnyezé szem, diszkomfort, idegen test, €getd, csipd, szarazsag,
faradtsdg vagy homokszemcse-érzés. Tovabba, fokozott érzékenység
fényre, flistre, és mindehhez tarsul a kotShartya és a szemhéjak

duzzanata, vérbdsége. Tipikus tiinet még, hogy nyulds nydk termelddik a
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szemzugban. A bélrendszeri és a szempanaszok hasonlosdga, és a
jellegzetes tiinetek miatt az irritabilis szem szindroma (IES) elnevezést
hasznaljak a tiinet egyiittes elnevezésére. A megfigyelések szerint az IBS
gyakran tarsul pszichés tiinetekkel, példaul szorongas, depresszio,
levertség, alvaszavar, faradtsag, 6sszpontositas hidnya, szexualis apatia
(Wu, 2012). A jellegzetes tiinet egylittesre pedig az irritabilis elme

szindroma (IMS) elnevezést hasznaljak.

2.8.5 Bakterialis transzlokacio

Bakterialis transzlokacionak nevezzik az életképes baktériumok és az
¢lettelen baktériumok alkotorészeinek vagy toxikus termékeinek a
bélnyélkahartya barrieren keresztiil torténd atjutdsat, akar a mucosaba
vagy extraintestinalis szovetekbe, valamint a szisztémas keringésbe. A
bakterialis alkotérészek lehetnek expoliszacharidok (EP) a baktérium
kiils6 részébdl, peptidoglikanok (PG) a bakterialis sejtfalbol és
nukleinsav (DNS) a sejtplazmabol (Fehér, 2014). A transzlokacio két
feltételezett mechanizmusa a transzcellularis permeabilitds ¢és a
paracellularis permeabilitds. A transzcellularis permeabilitds az
epithelsejtek membranjdban taldlhatd csatorndkon ¢€s pumpakon
keresztiil torténd transzlokacio, példaul a Salmonella fajtakra, és a
Listeria monocytogenesre jellemzd. A paracellularis permeabilitas a
tight junctionok kérosodasa miatt kovetkezik be, amikor a bélfal
permeabilitasa n6 (Beutheu és mtsai., 2012). A bakterialis transzlokacio
bizonyos mértékig nem koros jelenség és egészséges emberben is
tapasztalhatd, gy, hogy koézben nem alakul ki gyulladdsos betegség
(Lichtman, 2001). A bakteridlis transzlokdcid6 molekularis hatterének

vizsgalata és a szoveti szintll kimutatdsa nem egyszerd,
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mintavételezésére laparotomiat kell alkalmazni, illetve kevés a
diagnosztikai eljaras €s a klinikai adat. A transzlokécio els6 1épésében a
baktériumok a mucosat kolonizaljak, ez utan a védelmi vonalon
tovabbjutott korokozok nagy részét a GALT makrofagjai és limfocitai
elpusztitjak, a talélé baktériumok a makrofagokkal egyiitt a
mesenteridlis nyirokcsomokba jutnak. A baktériumok pontos szorodasi
utvonala a mai napig nem ismert, de elsd 1épésben bizonyosan a
mesenterialis nyirokcsomokban telepszenek meg és innen szorodhatnak
tovabb. A mucosa kolonizécidja a nyalkahartya helyi gyulladasat valtja
ki, ez immunvalaszt indukal, majd ezt kovetéen az immunrendszer
intenziv stimulalé hatds ala keriil, amely a szervezet gyulladasos
egyenstlyanak eltolodasahoz vezet. Igy alakulhat ki a szisztémaés
gyulladdsos valasz szindroma (SIRS), a fertdzés altal kialakult
szisztémds gyulladdsos vdlaszt pedig szepszisnek nevezziik. Ha a
szepszis hossz ideig fennall, akkor tobb szervi mukodési zavar
(MODS) alakul ki, és ez tobb szervi elégtelenség (MOF) kialakulasat
vonja maga utan. A nyalkahdartya sériilt barrier funkcidja kovetkeztében
megnd a bél permeabilitdsa, elszaporodnak a karos baktériumok, az
effektiv immunvalasz hidnya esetében bakterialis transzlokacio alakulhat
Ki, amely nagy valdszinliséggel a tobb szervi elégtelenség (MOF)

kialakulasahoz vezet (Rosero, 2014).

2.9 A humadn emésztorendszer in vitro modellezése

Az in vitro human emésztési vizsgalatokhoz képest, melyek folyamatai
ugymond ,lombikban”  jatszoédnak le, keétségkiviil hitelesebb
eredményeket kapunk a human klinikai vizsgalatok elvégzésével.

Mindemellett, mikdzben az in vitro vizsgalatok hatranyairdl és esetleges
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,hibairol” beszéliink, fontos figyelembe venni a klinikai vizsgalatok
hatranyait is. A human vizsgalatok kivitelezéséhez igen nagy
mintaszamra van sziikség, hogy az egyedi tényezOk hatasat (életkor,
kiilonboz6 ¢életmod, betegségek, stb) kikiiszoboljiikk (Payne és mtsai.,
2012). A magas koltség és id6igényesség mellett szamos etikai probléma
is fellép a vizsgalatok soran. A pontos vizsgalat érdekében
laporoszkopos mintavétel sziikséges, azonban az invaziv mintavétel
drasztikusnak bizonyul a pacienseknél. A legtobbszor tehat széklet
mintat vesznek, azonban a széklet baktérium Osszetétele mar eltér a bél
nyalkahartydban taldlhaté Okoszisztématol (Eckburg és mtsai., 2005,
Marchesi, 2011).

Az in vitro és a klinikai vizsgalatok egyarant rendelkeznek
elényokkel és hatranyokkal, éppen ezért célszerli az in vivo és in vitro
emésztési modelleket egymassal kiegésziteni. Az emésztési modellek
elozetes alkalmazasaval nemcsak megalapozhatjuk a klinikai
vizsgalatokat, de pl. a potencialisan funkcionalis élelmiszer Osszetevok
kivalasztasa soran le is csokkenthetjiik a vizsgalandd anyagok szamat, és
a modellek egyszerlibb jellegének kdszonhetden jobban megérthetjiik a
kiilonbdz6 anyagok élettani hatasmechanizmusat. Az in vitro emésztési
modellek konnyen reprodukalhatoak, mivel kizarjdk az egyéni tényezok
altal okozott szorast, azonban az in vitro emésztési modellek soha nem
fogjak az in vivo rendszer komplexitasat teljes mértékben reprodukalni.
Ennek a legfontosabb okai, hogy altalaban nincs modellezve az
epithelialis nyalkahartya, nincs kolcsonhatas a gazda szervezet
immunrendszerével, valamint nem 4allnak a neuroendokrin rendszer
szabalyozasa alatt (Williams és mtsai., 2015). Nem lehet kivaltani veliikk
a human klinikai vizsgalatokat, azonban el6ésegithetik az in vivo

kisérletek szaménak célzott redukélasat. Ezen kiviil, azéltal, hogy
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pontosan ismerjiilk és szabalyozhatjuk az emészténedv Osszeteviinek

mennyiségét, eloszlasat, eldsegithetik a vizsgalt mintdk bioaktiv

komponensei hatdsmechanizmusdanak a jobb megértését. Példaul
figyelemmel lehet kdvetni, hogy a szubsztrattdl, inhibitortol, szimulalt

betegségtol fiiggden hogyan valtozik a mikrobidta (Williams és mtsai.,
2015).

2.9.1 Emésztési modellek

Az in vitro emésztési modellek folyamatos fejlédésen mennek keresztiil,
amit elGsegit, az in vitro modellek altal kapott eredmények Gsszevetése,
az in vivo modellek és a klinikai vizsgalatok soran kapottakkal. A
szakirodalombdl ismert, kiilonb6z6 in vitro fermentaciés modellek

elényeit és korlatait a 4. tablazatban mutatom be.

4. tablazat Az in vitro fermentacios modellek el6nyei és korlatai (Payne és mtsai., 2012

nyoman)
Modell Elény Korlat Hivatkozas
Kevert Konnyen 6sszeallithato, Rovid idétartami  Pompei és
kultira fermentacios fermentacios mtsai., 2008;
(,,batch tanulmanyok tanulmanyokat tesz Gumienna és
culture”) szempontjabol elényos, lehet6ve, a mtsai., 2011
kiilondsen szubsztrat mikrobiologiai
emésztés tanulmanyozasa  ellendrizhetdség
soran. gyenge.
Folyamatos Az in vivo koriilményeket Nincs gazda szervezet Maccaferi  és
kultara szimulalo folyamatos funkcionalitas. A mitsai., 2010;
aramlas. A kornyezeti kisérleteknek idé6  Duncan és
tényezok jol korlatja van (napok mitsai., 2009
ellen6rzhetok. vagy hetek).
Tobb Folyamatos aramlas tobb ~ Nincs gazda szervezet Van-den-
stadiumu edényben, melyek az funkcionalitas. A Abbeele és
folyamatos emészt6é rendszer kisérleteknek id6 mtsai.,, 2010;
kultura kiilonb6z6 szakaszainak korlatja van (napok Maccaferi és
koriilményeit utdnozzak.  vagy hetek). mtsai., 2010
Immobilizalt ~ Magas sejt slirliség, egy Nincs gazda szervezet Le Blay és
folyamatos folyamatos fermentacios funkcionalitas. mtsai., 2009;
kultira rendszer hosszii  tavu Zihler és
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stabilitasa, immobilizalt mtsai., 2010
fekalis mikrobidtaval.

Mesterséges Folyamatos aramlas, mely Nincs  immun  és Blanquet-Diot

emészto soran a metabolitok és a neuroendokrin valasz, és mtsai.,

rendszer viz az in vivo a kisérletek idOtartama 2009;
koriilményeknek néhany napra Kovatcheva-
megfelelden cserélédnek korlatozodik. Datchary  ¢és
ki. mtsai., 2009

A humdn mikrobiom modellezése érdekében beoltott baktériumok
novekedése ezekben a rendszerekben a beoltdskor hasznalt baktérium
koncentraciotol és a szubsztrat fogyasanak mértékétdl fiigg. Az alacsony
koncentracioban beoltott rendszerek tipikus S-formaju noévekedési
gorbét mutatnak, ami a kezdeti magas tapanyag koncentracionak
koszonhetd. Idével tipanyag hiany 1ép fel és toxikus termékek
halmozodnak fel, ami a ndvekedés ledllasdhoz vezet. A magas
koncentracioban beoltott rendszerek korlatolt novekedéstiek (Payne és
mtsai., 2012). Az in vitro bél fermentacios modellek esetén a human bél
mikrobidta  reprodukélhatosaga és funkcionalis stabilitdsa
megkérddjelezhetd (Payne és mtsai., 2012).

A legelterjedtebben hasznalt bél szimulator a harom stadiumu
folyamatos kultira rendszer, a SHIME® (6. abra) (Simulator of the
Human Intestinal Microbial Ecosystem — Az emberi bél mikrobiodta altal
alkotott 6koszisztéma szimulatora), az EnteroMix, a Lacroix modell és a

TIM egység (Marzorati és mtsai., 2014).
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— Légi Osszekottetés
— Folyadék 0sszekottetés
& Pompa

pH szabalyozé pH szabalyozd pH szabalyoz6
\
sav/ bazis

\
sav/ bazis

/ bazi
1-es SHIME egység sav/ bazis

pH elektrod pH elektréd

pH elektrod

! | Gyomor Vékonybél Felszallo Harant Leszallo
vastagbél vastagbél vastagbél
pH=5,6-59 pH=6,1-6,4 pH=6,6-6,9
V=500 mL V=800 mL V=600 mL

tart. id6 = 20 dra tart. id6 = 32 ¢ra tart. id6 = 24 dra

2-es SHIME egység

IME
e elem

6.abra A SHIME in vitro emésztési modell vazlatos abrazolasa (Williams és mtsai.,

2015 nyoman)

Az EnteroMix modell esetében négy parhuzamos mintat lehet elemezni
ugy, hogy inokulumként ugyanazt a fekalis mintat alkalmazzuk
(Williams és mtsai., 2015). A Lacroix modell esetén a paraméterck a
csecsemd bélre specializaltak (Venema & van den Abbeele, 2013). A
sz€éklet inokulumot 1-2 mm atmérdjii gél gyongyokon immobilizaljak,
melyek gellangumibdl, xantan gumib6l ¢és natrium citratbol allnak
(Venema & van den Abbeele, 2013). A SHIME rendszer esetében a
stabilizalasi iddszak két hét (Williams és mtsai., 2015). Ez az id8szak
nem csak az in vitro koriilményekhez valo alkalmazkodéshoz sziikséges,
hanem ahhoz is, hogy a mikrobiota a fekalistol a vastagbél régiokra
specifikus mikrobiotava alakuljon (Venema & van den Abbeele, 2013).
A  TWINSHIME rendszer esetén két mintat lehet vizsgalni
parhozamosan (Williams és mtsai., 2015).

A TIM rendszerek esetében nemcsak a pH, de a perisztaltikus
mozgas, az enzim szekrécid és aktivitas, az epesok koncentracidja, az
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athaladasi 1d6 és a felszivodasi képességek is kontrollalhatoak (Williams
és mtsai., 2015). A szilikon membran miatt a falak rugalmasak, a bél
perisztaltika jol modellezhet6 (Venema & van den Abbeele, 2013). Jobb,
mint a magneses keverés, mert a viszkozus anyagok is megfelelden
keverednek ¢és széllitddnak. A TIM-2 esetén 10 mintat lehet
parhuzamosan vizsgalni (Venema & van den Abbeele, 2013). Az
elébbieknél fejlettebb nyalkahartya modellek és gazdaszervezet-
mikrobiota interakcioés modellek immobilizalt mucint és sejtvonalakat is
alkalmaznak (Williams és mtsai., 2015).

Szamos publikacidban alkalmazzak vastagbél fazisnal a rovid tava
keverék (,,batch”) inkubaciot. A rendszer Iehetové teszi, hogy
hatékonyan ¢és gyorsan eredményeket kapjunk. A koriilmények azonban
tavol vannak a fiziologiaitol. Ennek az egyik oka az, hogy felgyiilnek
olyan mikrobidlis metabolitok, amelyek gatoljdk a tovabbi mikrobidlis
aktivitast. Ezért ahhoz, hogy az adott szubsztratum fermentacidja végbe
menjen, 24 oras vagy hosszabb inkubacids id6 sziikséges (Venema &
van den Abbeele, 2013).

2.9.2 A bél epithelium in vitro modellezése

A probiotikumok egyik fontos kivalasztasi szempontja, hogy milyen
mértékben képesek megtapadni a bél nyalkahartyan. Tovabba, a kedvezd
¢lettani hatast, amely az immunrendszerre kifejtett modulalod hatas altal
jon létre, csak ugy képesek kifejteni, ha kozvetlen kapcsolatba 1épnek az
immunsejtekkel. Egy adott baktérium kezdeti kitapadasa a vékonybél
felszinén talalhato cukor szarmazékok, a glikolipidek €s glikoproteinek
felszini részeinek felismerése révén torténik (Cenci¢ & Langerholc,

2010). Ezt a folyamatot bifidobaktériumok és laktobacillusok esetén
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mutattdk ki. A baktérium elsé Iépésben reverzibilis fiziko-kémiai
kolcsonhatasba 1€p a bél nyalkahartyajaval, melyet mar egy specifikus
megkotédés kovet, amely a baktérium feliiletén jelen 1évé adhézios
molekulak, az adhezinek és az epithélidlis sejt receptorai kozott jon 1étre
(Miron és mtsai., 2001).

A baktériumok in vitro adhézids vizsgalatait human eredetii
vastagbél karcinoma sejtvonalakkal lehet vizsgalni, melyeknek szamos
fajtaja létezik, a teljesség igénye nélkiil pl. HT-29, Caco-2, mucus
szekretdlo HT-29-MTX. Ezen sejtvonalak strukturalis és funkcionalis
differencidlodésa nagyon hasonlit az emberi bél érési folyamataihoz. A
sejtvonalak alkalmazésai, fenntartasi koriilményei és az azokkal torténd
vizsgalatok kutatocsoportonként valtoznak. Fontos megjegyezni, hogy
mindezen hatdsok befolydsoljdk ¢és megnehezitik az eredmények
Osszehasonlithatosagat (Sambuy ¢és mitsai., 2005). Széles kori
alkalmazasuk ellenére a Caco-2 és a HT-29 tumorogén sejt vonal tavol
all a tokéletes in vitro modelltdl (Cenci¢ & Langerholc, 2010). Ennek az
egyik oka, hogy kevert vastag- és vékonybél fenotipust mutatnak, a
masik az, hogy a karcinogén sejteknek a sejt felszini szénhidrat
Osszetétele eltér a normalis sejtekétdl (Cenci¢ & Langerholc, 2010).

A sejtvonalak beszerzése torténhet az ATCC-t6l (az amerikai
sejttenyészet gylijteményb6l) vagy ECACC-t6l (a hitelesitett eurdpai
sejttenyészet gylijteménybdl), melyek aktualisan 20-40 passzalasnal
tartanak. Els6 1épésként a sejtvonalat passzalni kell, és fenn kell tartani.
A passzalastol eltelt par nap utdn a sejtvonal konfluensé (Osszendtté)
valik, ekkor Kkifejez6dnek a hamsejt, kehelysejt és bél hamsejt
fenotipusok.

A tight-junction (szorosan egymas mellé rendez6dd kapcsolatok)
fehérjék kifejez6désével 1étrejon az epithélidlis barrier integritasa, és
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kialakul a szelektiv modon atereszté membran (Cenci¢ & Langerholc,
2010). Ennek a membrannak az transzepithélialis ellendllasat mérhetjiik
a TER-el (trans epithelial resistence). Ha a Caco-2 sejtvonalat egy
rétegben tenyésztjiik (,,monolayer”) akkor vékonybél mikrovilluszokkal
rendelkez0 epithélialis sejtekké differencialédnak, ,.tight junction”
alakul ki koztlik és vékonybél hidrolaz aktivitassal fognak rendelkezni
(Williams és mtsai., 2015). A Caco-2 sejtréteg ndvesztése soran fontos,
Ellenérizni kell az inzerten valo megfeleld novekedést, valamint azt,
hogy a tapoldat komponensek cseréjekor nem tortént e semmilyen
morfologiai valtozas (Hubatsch és mtsai., 2007).

A 3D modelleket nem rakos eredetii bél epithélialis sejt vonalbol
hozzak létre, mikroporézusos membranon novesztik ket, ami lehetove
teszi a sejtek polarizaciojat és a TER kialakulasat (Cenci¢ & Langerholc,
2010). A mikroporézusos membran alatt (bazolaterdlis oldal) az
immunsejtek fekszenek (makrofagok, dendritikus sejtek), melyek a
nyalkahartya limfoid szovetet utanozzak. A bél mikrobidta a membran
fels6 része folé adagolhatd, igy lehetéség van a mikrobiota hatasainak
tanulmanyozasara (Cenci¢ & Langerholc, 2010). Ez a harom komponens
(epithélium, immunsejtek és mikrobidta) a bél legfontosabb faktorait
képezik, aminek koszonhetéen a 3D modellek kozelithetnek az in vivo
helyzethez (Cenci¢ & Langerholc, 2010). Mas tanulmanyok ex Vivo
modszereket alkalmaznak, melyekhez az €16 szovet életképességét kell
fenntartani (Williams és mtsai., 2015), példaul human bél biopszia
mintakat vagy allati szerveket, in vitro alkalmaznak hosszabb idén

keresztiil, biztositva az in vivo helyzetnek megfeleld kornyezetet.
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3. A disszertacio célkitiizései

PhD kutatomunkdm f0 célja egy olyan tejipari melléktermékkel
(savoval) kiegészitett ivojoghurt jellegi termék eldallitasanak
megalapozasa volt, amely Osszetételénél fogva pro- vagy szinbiotikus,
azaz a bél Okoszisztéma stabilizalasaval egészségmegdrzd hatast lehet.
Tovabbaé vizsgaltam a LA-5 és BB-12 probiotikumok élettani hatdsanak
megnyilvanulasat attdl fliggéen, hogy milyen vivéanyagban (élelmiszer-
matrix-szal, vagy étrendkiegészité kapszulaban) torténik a bejuttatasa.

A vizsgélati munkak eldtt a kdvetkezd {6 célkitlizéseket fogalmaztam
meg:

e Technoldgiai vizsgalatok elvégzése a termékgyartas jovobeni
megalapozéasa érdekében. A tejbol és tej-savo elegybol késziilt
hagyomanyos,  probiotikus ¢és  szinbiotikus  termékek
mikrobiologiai, kémiai és érzékszervi jellemzdinek, valamint
funkcionalis technoldgiai szempontjainak vizsgalata a gyartast
kovetden és a tarolas soran. Annak megallapitasa, hogy a pro- és
a prebiotikum, valamint a savo kiegészités milyen hatéast
gyakorol ezekre a tulajdonsagokra, megfelel-e a probiotikus
csiraszam az el6irasoknak, illetve van-e jelentds véltozas a
termékek hiitve taroldsa soran.

e Szimuldlt humédn emésztési vizsgalatok elvégzése annak
megitélése érdekében, hogy milyen mértékii a hasznos
baktériumok tulélése az emésztés soran. A tejbdl és tej-savod
elegybdl késziilt hagyoményos, probiotikus ¢és szinbiotikus
termékek, valamint az étrendkiegészitoként hasznalt probiotikus
kapszulak 6sszehasonlitasa abbdl a szempontbdl, hogy a vizsgalt,
¢lettanilag elényos tulajdonsédgokkal rendelkezd baktériumok
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milyen mértékben jutnak el in vitro korilmények kozott
hasznosulasi helyiikre, a vastagbélbe.

A probiotikus hatas eléfeltételeinek megitélése érdekében a
joghurt starterkultira ¢és a vizsgalt probiotikus torzsek
bélhamsejtekhez vald tapaddsi képességének vizsgdlata
hidrofobicitas ¢és adhézids vizsgalattal in vitro koriilmények
kozott.

A joghurt starterkultira és a vizsgélt probiotikus torzseknek a
gyulladasos folyamatokban jatszott szerepének megfigyelése in
vitro koriilmények kozott.

Annak vizsgalata, hogy tejbdl késziilt hagyomanyos és
probiotikus termékek, valamint az étrendkiegészitoként hasznalt
probiotikus kapszuldk milyen mértékben képesek enyhiteni a
mesterségesen kivaltott vastagbélgyulladds (colitis) tiineteit

allatkisérletekben.

69



4. Anyagok és médszerek

4.1 A vizsgalt termékek eloallitiasa, gydartdasa

A joghurt jellegii készitmények eldallitasa a Kaposvari Egyetem (MATE
Kaposvari Campusanak jogelddje) Technologiai Laboratériuméban, a
Nemzeti Agrarkutatdsi és Innovacios Kozpont Elelmiszer-tudomanyi
Kutatointézetében, valamint az INRAE Micalis Kutatdintézetében
(Jouy-en-Josas, Franciaorszag) tortént. A fermentalt tejtermékek
elkészitéséhez zsiros tejport, illetve édes savoport (Obert Kft, Kaposvar)
rehidratalassal allitottam el6 a felhasznalasra kész tejet és az édes savot.
A prebiotikumot tartalmazé termékekhez 3% Frutafit Inulin 1Q inulint
(DP>9) (Sensus, Roosendaal, Hollandia) adagoltam. A két alapanyagot
kiilon-kiilon hékezeltem, a tejet 90 °C-on 10 percen keresztiil, a savot
60°C-on 10 percen Keresztiil —melegitettem vizfirdében. A
maghdmérséklet alakuldsa a tej esetén elérte a pillanat pasztérozési
modnal alkalmazott 85°C-ot, a savonal a kiméletes hokezelési modnak
szamito 60°C-ot. Ezt kdvetden a savos-tejes alapanyagokat 50-50%-ban
Osszekevertem, 40°C-0s beoltasi homérsékletre hiitdttem és egyszerre
adagoltam az FD-DVS YF-L812 Yo-Flex (Chr. Hansen A/S, Horsholm,
Dania) tobbszorosen kevert torzsii starter kultarat, mely L. delbrueckii
ssp. bulgaricus-t és S. thermophilus-t tartalmazott, valamint a
probiotikus, B. animalis spp. lactis-t és L. acidophilus-t tartalmaz6 FD-
DVS BB-12 ¢s LA-5 (Chr. Hansen A/S, Horsholm, Dénia) kultarat.
Kontrollként olyan mintakat is készitettem, melyekben az alapanyag
nem tartalmazott savot, hanem csak tejet, ebben az esetben a hékezelés a

tej alapanyagra vonatkozdan, majd az azt kovetd beoltds a savot
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tartalmazd mintakkal azonos moddon tortént. A starter mikrobdkat a
joghurt allag eléréséhez sziikséges, a gyarté altal megadott
mennyiségben (0,02%-0s beoltasi aranyban), a probiotikus kultarat
pedig 10° CFU/mI termék mennyiség eléréséig adagoltam a hékezelésen
atesett alapanyagokhoz. A beoltott tej, illetve savo-tej keveréket ez utan
steril csavaros mintatartd edényekbe oOntottem és 40 °C-o0s alvasztasi
hémérsékleten 5 oran keresztiil, a kivant 4,55-6s pH eléréséig
alvasztottam. Az alvadékokat ezt kovetden hiitébe helyeztem és 4°C-on,
24 6ra hosszan hidegérleltem. A szintén vizsgalt Bonolact®
Prot+biotikum kapszuldk (Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet,
Mosonmagyarovar), B. animalis spp. lactis BB-12-t és L. acidophilus
LA-5 baktériumtorzseket tartalmaztak liofilizalt forméaban, cellul6éz
kapszuldban  TransMatrix™  védékupakos csomagolasban. Egy
kapszulaban 10® CFU/kapszula/db mennyiségii baktérium volt, mindkét
torzsre vonatkozdan. A baktériumok mennyisége bizonyitottan konstans
volt a megadott lejarati idén belill, a specialis TransMatrix™
védécsomagolasnak koszonhetéen. A vizsgalati mintakat és azok

Osszetételét az 5. tablazat szemlélteti.
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5.tablazat A joghurt jellegli készitmények és a taplalékkiegészité kapszula Gsszetétele (alapanyagok és felhasznalt baktériumkultirak).

Alapanyag és kultira Kisérleti termékek

100% tej Hagvomanyos joghurt=HJ Probiotikus joghurt=PJ Szinbiotikus joghurt=SZJ Kapszula=K

Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus (YF-L812) +

Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii ssp.

Streptococcus thermophilus, bulgaricus (YF-L812) +

Felhasznalt baktérium kultura LacLobacH]us delbrueckii ssp. Bifidobacterium animalis ssp. B|f|dobacter_|um animalis B_|f|dqbacter|um_
ulgaricus (YF-L812) - - ssp. lactis BB-12, animalis ssp. lactis
lactis BB-12, Lactobacillus il idophil
acidophilus LA-5 Lactobaci us a_mdop ilus BB-12,
LA-5 + inulin (3%) Lactobacillus
acidophilus LA-5
Bonolact®
: . ; , . _ Savés probiotikus Savés szinbiotikus Pro+Biotikum
50% tej 50% savo Savos hagyomanyos joghurt=SH ioghurt=SPJ ioghurt=SSzJ liofilizalt baktérium
kultara celluléz
Streptococcus thermophilus Streptococeus thermophilus, burokba_n
P PRTUS, 1 | actobacillus delbrueckii TransMatrix™

Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus (YF-L812) +
Bifidobacterium animalis ssp.
lactis BB-12, Lactobacillus
acidophilus LA-5

ssp. bulgaricus (YF-L812) + | csomagolasban

Bifidobacterium animalis
ssp. lactis BB-12,

Lactobacillus acidophilus
LA-5 inulin (3%)

Streptococcus thermophilus,
Felhasznalt baktérium kultura Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus (YF-L812)
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4.2  Technologiai vizsgadlatok
4.2.1 Mikrobiologiai vizsgalatok

A termék tarolés alatti csiraszam valtozas ellendrzéséhez hagyoményos
mikrobiologiai szélesztéses vizsgalatot végeztem el, 5 mintavételi
idépontban, a termék eldallitdsanak napjatol szamitott 1., 7., 14., 21. és
végiil a 28. napon. Eldzetesen a mintdk egy grammjabol higitasi sort
készitettem, majd a szuszpenziot szelektiv taptalajra juttattam és az
inkubacios 1d6 letelte utan leolvastam a telepképz6 egységek szamat. Az
Osszes laktobacillus szam meghatarozasat MRS-agaron (Carl Roth Co.,
Karlsruhe, Németorszag) végeztem 37°C-on, 72 oran keresztiil tartd
inkubaciot kovetdéen. A bifidobaktériumok szamanak ellendrzéséhez
BSM (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, US) taptalajt hasznaltam,
az anaerob tenyésztést 37°C-os inkubécios hdmérsékleten végeztem, 72

oras inkubacids idon keresztiil.

4.2.2 Erzékszervi birdlat

Az érzékszervi birdlaton a Kaposvari Egyetem (MATE Kaposvari
Campusanak jogelédje) dolgozoi, valamint hallgatoi kozil 14 6 vett
részt, a nemek aranya 60% né és 40% férfi volt. A biralaton részt vevo
személyek, eldzetes €rzeékszervi tréningen sajatitottak el a hagyomanyos
natar joghurt és ivojoghurt karakterisztikai tulajdonsagait, melyre a
késébbi, pontos Osszehasonlithatosag céljabol volt sziikség. A biralat
kivitelezése jol megvilagitott, klimatizalt, 21°C-os helységben tortént,
ahol a birdlok egymastol elszeparalva helyezkedtek el. A vizsgalt
termékek atlatszo6 miianyag poharakban, azonos mennyiségben, random
szamozassal ellatva, fehér talcan keriiltek a biralokhoz. A biralok a

kisérleti termékekre adott pontszamokat egy kedvelt és a vasarlok altal
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elfogadott bolti natir ivojoghurthoz/kanalazos joghurthoz hasonlitva
adtdk meg. A biralati lapon struktaralt skalan 1-t61 9-ig terjedd
pontozassal értékelték a termékek tulajdonségait illat, szin, textara és iz
vonatkozédsédban. A pontozas értelmezése szerint a skala kdzépso értéke,
azaz 4,5 pont felelt meg az altaldnosan elfogadott €s ismert natur joghurt
tulajdonsagainak. Az ettdl az értéktdl eltérd, 1- és 9-hez kozelitd értékek
mar tulajdonsagbeli eltérést jelentettek. Szin tekintetében az 1-es érték a
tul halvany, jellegtelen szin megfeleldje volt, a maximalis 9-es érték mar
a szélsOségesen zOldes-sargds arnyalatnak felelt meg. Az illat
pontozasandl az 1l-es értéket a jellegtelen, nem intenziv illattal
parositottuk, mig 9 pont a tul savanyu, illetve egyéb idegen illatot
jelentett. Az iz jellemzésénél 1-es érték volt a jellegtelen, nem intenziv
iz megfelelje, a maximalis 9 pont vonatkozott a tul savanyu vagy egyéb
idegen izre. Az adlloméany pontozasanal az 1-es pont jellemezte a széteso,

tal hig allomanyt, a 9 pont pedig a tul stirii, kemény allagot.

4.2.3 A pH mérése, miiszeres szinmérés, és az alvadék

szilardsaganak vizsgalata

A termékek miiszeres vizsgéalatdhoz a tarolds iddtartama alatt, 5
kiilonb6z6 1dépontban vettem mintat: a termékek eldallitasat kdvetden
az 1., a 7., a 14, a 21. és a 28. napon. A téarolas folyaman az
ivojoghurtok pH valtozasat Testo 205 hordozhaté pH mérdvel
vizsgaltam (Testo, Reutlingen, Németorszag).

A szinmérést Minolta Chroma Meter CR-300 (Konica Minolta,
Essex, UK) szinmérdvel végeztem el. A mérés alapja a CIELAB
szinrendszer, mely sordn regisztraljuk az L*-, a*- és b*-értékeket. Ezek

az ugynevezett szinpontok vagy mds néven szinkoordinatdk, melyet
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derékszogli koordinata rendszerben abrazolhatok a szinek jellemzésére
hasznalatos CIE-szintérben. Az a*-b* sikon az a* ¢s b* féltengelyek az
alabbi szinezeteknek felel meg: +a* a piros, -a* a zold, +b* a sarga, -b*
a kék. Az L* a vilagossagi tényez6, amely az a*-b* sikra merdlegesen
értelmezendd.

A termék alvadék szilardsdganak vizsgalata Zwick Roell Z005
statikus roncsolasos anyag-szerkezetvizsgald miiszerrel tortént (Zwick
Roell, Ulm, Németorszag). A készitmények alvadék szilardsaganak a
vizsgalatdhoz, a mérés soran az elsé 9sszenyomasnal kifejtett maximalis
er6t, a First Maximum Force (N) értéket vettem alapul. Az alvadék-
torési képesség tesztet kozvetleniil a poharban végeztem el, 4°C-0S

terméken, joghurtokra beallitott penetracios teszttel.

4.2.4 A kémiai osszetétel meghatdrozdsa

A gyartdst kovetden minden terméknél meghataroztam @ a
nedvességtartalmat, nyersfehérje- és nyersszir-tartalmat, valamint a
laktoz-tartalmat. A fenti méréseket az alabbi szabvanyok alapjan
végeztem el: ,,Tej, tejszin és siritett tej - A szarazanyag-tartalom
meghatarozasa” MSZ EN ISO 6731; ,,A tej 0sszes fehérjetartalméanak
meghatarozasa” MSZ 12325-82; ,»lejszin, savanyu tej,
tejszinkészitmények  €s  izesitett  tejtermékek  zsirtartalmanak
meghatdrozasa” MSZ 9602:1984”, valamint lakt6z meghatarozasa a
»davanyu tejkészitmények vizsgéalati modszerei” MSZ 3725:1984

szabvany szerint.
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4.3  Szimulalt human emésztés vizsgalat

A vilagszerte elismert, tobb nemzetkdzi kutatocsoport altal elfogadott
egyezményes Infogest in vitro emésztési modell vizsgalatot (Minekus és
mtsai.,, 2014) a 7. abran taldlhatdo folyamatabranak megfelelen
hajtottam végre. A mintak azonnali vagy késébbi vizsgalata érdekében
az emésztés ledllitdsa a mintdk folyékony nitrogénbe torténd
elhelyezésével barmely szakasznal lehetséges. A protokoll szerint a
folyadékok esetén a szajiireg fazis opcionalisan hasznalhat6, illetve
elhagyhatd, mivel az italokat egybdl lenyeljiik, és nem ragjuk meg.
Ebben az esetben a szajiireg fazist (2 perc pH=7) kihagytam a vizsgalt
mintak viszkozus/fél folyékony allaga miatt. A folyamat soran a
mintdkat magneses keverén kevertettem 250 rpm-en, 37 °C-0s
vizfirdében tartva, két oran keresztiil a gyomor fazisban (pH=3), majd
két oran keresztiil a vékonybél fazisban (pH=7). Az Infogest modell
alkalmazdsa soran az enzimeket mindig a kisérlet idején mért
enzimaktivitasuknak megfeleléen adagoltam, a jobb pontossag és
reprodukalhatosag érdekében. A pH-t sziikség szerint NaOH-dal vagy
sosavval allitottam be. Az Infogest vékonybél fazist kovetden, a
vastagbél fazis vizsgalatot is elvégeztem, melynek soran 5 mi-t vettem Ki
a mintabol, melyet steril kémcsébe pipettaztam. Az igy kapott mintat a
vastagbél szakasz modellezése érdekében 24 o6ran keresztiil oGnmagaban

inkubaltam, steril kémcs6ben, 37°C-on anaerob Jarban.
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7. abra Az Infogest in vitro emésztési modell egyszerisitett folyamatabraja

( N
5 g élelmiszer/
folyadék
minta
) ‘ ’
S 6 mLnyal + amildz |- 37°C/pH7
fm—————
* - -——-I Sperc
|
Gyomor fazis 12 mL gyomornedv + pepszin  fdl 37°C/ pH 3
\ ) ’-----\

* _______—-—————-———JI 2 6ra
\

Vékonybélnedv

+epe

Dializis
(opcionalis)

Vékonybél
fazis

Fagyasztas
folyékony N,-ben

/it \

_____i____________l 2 6ra :
| Y

~

"jj}?%bé Beoltas 10°-on CFU

azls ,
baktérummal
Yy,
, 37°C
Fagyasztas

folyékony N, - r——---.\I
ben : 24 !
——--———-_______ 1 oras 1
= inkuba !
1 ., 1
£ . 1 cié 1
Leoltas szelektiv agaron ' ]

77



Els6 1épésben az SSF Simulated Salivary Fluid (szimulalt nyal nedv), az
SGF Simulary Gastric Fluid (szimulalt gyomornedv) és az SIF
Simulated Intestinal Fluid (szimulalt vékonybél nedv) emésztonedvek
torzsoldatait, tovabba az emésztés soran a pH bedllitadsahoz sziikséges 1
M soésav oldatot és 1 M NaOH oldatot készitettem el.

A pH megfeleld, iranyitott fenntartdsa ¢és sziikség esetén torténd
korrigdlasa nagyon fontos az emésztés szimulacidja sordn. Az éles
emésztéses vizsgalat eldtt egy ugynevezett ,tesztcsO kisérletet”
végeztem el, a pH bedllitdsdnak céljabol. Az emésztéses vizsgalat
kivitelezése eldtt, mindegyik mintdt enzim nélkiil emésztettem, az
emésztés szerinti megadott idGtartamig. A folyamat ugyantugy zajlott,
mint az ¢éles emésztéses vizsgalat esetén, viszont nem hasznaltam
enzimeket és a vizsgalat soran feljegyeztem, mennyi sav vagy bazis volt
sziikséges az adott pH eléréséhez. A vizsgalat azért fontos, mert az éles
kisérlet folyaman mar a kiszamolt pontos mennyiségli anyagot adagoljuk
a mintdkhoz. Ez nagymértékben megkonnyiti és felgyorsitja a
munkafolyamatot.

Az emésztés modellezése soran hasznalt enzimeket az
enzimaktivitasuk ismerete alapjan kiszamitott mennyiségben adagoltam
az emésztonedvekhez. Az enzimek aktivitdsat a kisérlet elott
megmértem, ¢és az adagolanddé mennyiséget ennek alapjan hatiroztam

meg.

4.3.1 Patogen gatlas vizsgalata

A patogén gatlas vizsgalatahoz az emészett vékonybél fazis mintakat 10°
CFU/mI C. perfringens és 10° CFU/mI E. coli baktériumokkal oltottam

be, modellezés képpen, kedvezdtlen bakterialis kozegnek kitéve a
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megemésztett termékeket. Ehhez az el6zetesen felszaporitott
baktériumok csiraszamat optikai denzitasuk (600 nm-en mért
abszorbancia) alapjan, kalibracidés gorbe hasznalataval becsiiltem meg,
majd a mintdkhoz adagoltam és egylittesen steril kémcsdben, 37°C-on
anaerob Jarban, 24 oOran Kkeresztil inkubaltam, modellezve a
vastagbélben zajlo koriilményeket.

A fazis végén minden emésztett mintabol csiraszam meghatarozast
végeztem szelektiv agarokon. A gatlas szdzalékat Pitt és mtsai. (2000)
szerint a kovetkezoképpen szamoltam:

A-B/Ax100

ahol, A = a korokozo baktérium (CFU/ml) csiraszama egyedi
tenyészetben

B = a korokozé baktérium a probiotikus baktériumok (CFU/mI)

jelenlétében

4.3.2 A szimulalt human emésztési vizsgalat sordan a csiraszam

meghatarozashoz hasznalt taptalajok

A 6. tadblazatban az emésztés soran alkalmazott szelektiv taptalajok
jellemzdit mutatom be. A csiraszdm meghatdrozashoz hasznalt
taptalajoknal, szelektivitasi alkalmassaguk vizsgéalatanak céljabol,
mindegyik vizsgalt baktérium esetén szelektivitasi eldkisérletet
végeztem el. A Lactobacillus-ok vizsgalatara kiilon szelektiv
taptalajokat alkalmaztam, az eldkisérlet sordan pedig sikertilt
megbizonyosodni azok hatékonysagarol. A mikrobioldgiai vizsgalat
soran, a starter kultarat (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) el
kellett kiiloniteni a probiotikus kultaratol (Lactobacillus acidophilus
LA-5). Erre megoldast jelentett az MRS-BPB (bromophenol blue)
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taptalaj alkalmazasa (Lee ¢és mitsai., 2008), melyben a brémfenol kék
hatasara kékre festédott a vizsgalt baktérium. A L. acidophilus LA-5
esetében pedig S-MRS taptalajt alkalmaztam, mely egy MRS agar,
melyben gliikdz helyett szorbitolt alkalmaztam, melyet szelektiven csak
az LA-5 hasznositott. A bifidobaktériumok meghatarozasahoz anaerob

tenyészetet alkalmaztam.
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6.tablazat A csiraszam meghatarozashoz alkalmazott szelektiv taptalajok és azok jellemzoik

Koriil-

Kad, gyarto(k)/ telepiilés, orszag/allam/ pH  Szerepe mények

Taptalaj  Osszetétel A baktérium csoport,

Recept (g/l) amelyhez alkalmazhato
. (LABM Harlequin E.coli/ Coliform . - : .
Harlequin 4116 ltal ssszeallitott Medium HALO08), Lab M Limited, 702 Szelektiv o op Escherichia coli (vastaghél
agar Heywood, Egyesiilt Kiralysag kimutatas szakasz beoltas)
MRS- ssszedllitott taptalai MRS agar+ 0,05% I-cysteine/HCI, 0,002% 6.5 szelektiv aerob Lactobacillus bulgaricus
BPB agar ptaiay BPB ' kimutatas (joghurt starter kultura)
o . Lactobacillus acidophilus
S-MRS Osszeallitott taptalaj gluk.oz nelkl.lh MR,S agar, 10g/1 D- 6,8 Sz.elekm,’ anaerob (LA-5) (joghurt probiotikus
sorbitollal kiegészitve kimutatas ,
kultara)
10 g trypton, 10g sucrose, 5g élesztd , .
STagar  Gsszeallitott taptalaj kivonat, 2g K,HPO, 12g agar, 0,5% AR Streptococcus thermophilus
bromocresol purple ' kimutatas (joghurt starter kultura)
(01-278 Tryptose Sulfite Cycloserine Agar
gyarto altal 6sszeallitott (TSC Agar)), Scharlab, Barcelona, 7,6
Spanyolorszag szelektiv Clostridium perfringens
TSC agar . . anaerob . .
9 D-Cycloserine Selective (06-116LYO1), Scharlab Magyarorsza kimutatas (vastagbél szakasz beoltas)
Supplement, hasznalati ’ agy £ -
, . . Kft, Debrecen, Magyarorszag
utmutato szerint
(BSM Agar, Fluka Analytical 88517-
BSM agar 250G-F), Sigma-Aldrich, Saint Louis, 6,8 , . . L
: f szelektiv Bifidobacterium animalis spp.
BSM agar Missouri, USA Kimutatés anaerob lactis BB-12
BSM Supplement, hasznalati  (Fluka Analytical 83055-5G-F), Sigma- i
utmutatd szerint Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA
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4.4 In vitro vizsgalatok

4.4.1 Intesztinalis sejtvonalak (HT-29 és Caco-2) szaporitdsa és

fenntartasa

A HT-29 ¢és a Caco-2 human vastagbél daganatbol szarmazo
karcinoma/adenokarcinoma sejtvonalak szaporitasa és azok fenntartasa
az adhézidés és az immunvalasz vizsgdlatokhoz az aldbbiak szerint
tortént. A HT-29 sejtek (ATCC HTB38) (LGC Standards, Molsheim,
Franciaorszag) fenntartasahoz 10% (v/v) hovel inaktivalt marha
szérumalbumint (BSA) (Lonza, Levallois-Perret, Franciaorszag) és 1%
penicillin/streptomycint keverékét (Lonza, Levallois-Perret,
Franciaorszag) tartalmazé médiumot hasznaltam (Dulbecco's modified
Eagle's minimal essential medium DMEM) (Lonza, Levallois-Perret,
Franciaorszag). A Caco-2 sejtvonalakhoz (ATCC HTB37) (LGC
Standards, = Molsheim, Franciaorszag) 20%-0s BSA-t, 1%
penicillin/streptomycint €s 1% nem esszencidlis aminosavat (NEAA)
(Lonza, Levallois-Perret, Franciaorszag) tartalmazé6 médiumot
alkalmaztam. A sejtvonalakat 25 cm?-es méretii kulturazé edényekben
szaporitottam és 10% CO,-t tartalmazé inkubatorban 37 C°-on tatottam.
A konfluensé valasig, koriilbeliil 6-7 napon keresztiil, a médium kozeget
rendszeres id6kozonként frissre cseréltem. Amikor a sejtek 90%-ban
konfluensé valtak, 1 ml 0,25%-o0s tripszin-EDTA oldattal inkubaltam 37
C°-on, annak érdekében, hogy levalasszam a kultirazé edényrdl. Ez utan
7 ml DMEM médiumot adtam a mar levalasztott sejtszuszpenziohoz és
centrifugaltam. A lecentrifugalt pelletet, friss DMEM médiumban

reszuszpendaltam és sejtszamlalast végeztem.
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4.4.2  Baktériumok koinkubaciéja HT-29 sejtvonalban

A sejtvonal teljes konfluensé valasakor, a sejtekrdl eltavolitottam az
elhasznalt DMEM médiumot, majd PBS-el (foszfat pufferelt fiziologias
sooldat) atmostam. A kisérlet el6tti napon 5%-0s (v/v) DMEM koézegre
cseré¢ltem a médiumot. Egy kultirazé edénybe 108 CFU mennyiségl
baktérium feliiliszé vagy baktérium pellet keriilt koinkubalasra 6 6ran
keresztil (37 C°, 10% CO;) TNF-a (PeproTech, London, UK)
jelenlétében (5 ng/ml) vagy anélkiil. Pozitiv  kontrollként
Faecalibacterium prausnitzi-t hasznaltam (8. abra). A Kkoinkubacios
vizsgalat végén begylijtéttem a koinkubalt feliiluszot, majd -80 C°-on
taroltam az ELISA teszt (Biolegend, San Diego, Kalifornia US)

kivitelezéséig.
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4.4.3 TNF-a dltal indukalt immunmoduldacios vizsgalat HT-29

sejtvonalban

A 6 6ras koinkubdcid utan a feliiliszot ELISA tesztnek vetettem ald. A
feliiliszoban taldlhaté immunoreaktiv IL-8 fehérje szintet human IL-8
ELISA MAX Standard teszttel vizsgaltam meg, a gyarto altali protokol
leirasnak megfelel6en, direkt sandwich ELISA moédszerrel. Az IL-8 szint
meghatarozasahoz ‘“anti-human IL-8” monoklonozott és hordozora
rogzitett antitestet, valamint “horse radish” peroxidazhoz (HRP) kapcsolt
detektalo antitestet hasznaltam, szubsztratként pedig folyékony TMB-t
(tetrametilbenzidin). A reakci6 végén a kapott abszorbancia
eredményeket 450 nm-en ELISA plate reader-rel olvastam le és
értékeltem Ki.

4.4.4  Adhézios vizsgalat HT-29 és Caco-2 sejtvonalban

A vizsgélni kivant baktérium kultarakat eldzetesen legalabb 12 o6ra
hosszan (egy éjszakan keresztiil) szaporitottam. A vizsgalat napjan
elokészitettem az elézetesen felszaporitott kultarakat, melyeket
centrifugaltam (5000 g, 10 perc), majd kétszer mostam PBS-el, és
DMEM-ben oldottam 10%-on CFU/ml mennyiségben. Ezzel
parhuzamosan a mar 6-7 napos, teljesen konfluensé valt, HT-29 és Caco-
2 sejtvonalat tartalmaz6 mikrolapokat is el6készitettem a vizsgalathoz,
az elhasznalt DMEM-et eltavolitottam és haromszor mostam PBS-el.
Minden egyes mikrolap lyukba 1 ml baktérium szuszpenziét adagoltam
és 60 percen keresztiil inkubaltam 37°C-on (10% CO,). Az id6 lejartaval
a DMEM-et eltavolitottam és 3x PBS-el mostam, hogy a meg nem
tapadt baktériumokat eltavolitsam a sejtek feliiletérdl. Ez utan 1% Triton

X-100-t (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, US) oldottam fel PBS-
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ben és inkubaltam 5 percen keresztiil, hogy levaljanak a sejtekhez tapadt
baktériumok. Ezt kovetéen a sejtek szamolasa érdekében tripszines
hidrolizist végeztem el, mely soran minden mikrolap vajatba 1 ml 0.25%
tripszin-EDTA oldatot adagoltam, melyet 7 perces inkubalas kovetett.
Az el6bb adhézidoval megkotddott, majd a sejtrétegrél levalasztott
baktérium (Triton-baktérium szuszpenzid) telepszamlalasat higitasos
modszerrel végeztem el, a vizsgalt baktériumnak megfeleld taptalajon és
hémérsékleten (4.2.1.fejezet). Az adhézidval megkotddott baktériumok

mennyiségét az alabbi modon szamoltam Ki:

Vizsgalt baktérium adhézié %-a = (B / Bg) x 100,

ahol B; = (CFU/ml) a Triton-baktérium szuszpenzié csiraszama,
valamint By = (CFU/ml) a kiindulasi baktériumszam (a mikrolap

vajatokhoz adott baktérium mennyisége).

4.4.5 Adhézios vizsgalat mucinnal

A vizsgalat kezdetén liofilizalt mucint (IIl.tipus) (Sigma-Aldrich, Co.,
St. Louis, Missouri, USA) oldottam fel PBS-ben, 10 mg/ml
toménységben, majd a 96 vajata polikarbonat mikrolemez minden egyes
mélyedésébe 100-100 pl szuszpenzidt helyeztem. Egy oran keresztiil
inkubaltam 37°C-on, ez utan 4°C-on tartottam egy egész ¢jszakan at.
Kovetkez6 nap, a mikrolap vajatokat egyenként atmostam PBS-el, annak
érdekében hogy a plate-hez nem kot6dott felesleges mucint eltavolitsam.
A vizsgalni kivant baktériumokat, a vizsgalat el6tti napon kezdtem el
felszaporitani, a nekik megfelel6 koriilmények szerint, egy ¢éjszakan

keresztiil. A vizsgélat eldtt a felszaporitott baktériumokat centrifugaltam

85



(5000 g, 10 perc) majd kétszer mostam PBS-el. A centrifugalt
szuszpenziobol 100 mikrolitert inokulaltam (10% CFU/mI), minden egyes
plate-vajatba és haromszor mostam PBS-el, hogy a nem ko6tédo
baktériumokat eltavolitsam a mucintol. Az utolsdé atmosds utdn 1%
Triton X-100-at (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, US) oldottam
fel PBS-ben és 90 percen keresztiil inkubaltam 37 °C-on, hogy a
mucinhoz  ko6t6dé  baktériumhoz hozzajussak. Az adheralodott
baktérium-mennyiséget  hatarhigitdsos modszerrel, lemezontéssel

hataroztam meg.
Mucin adhézié%= (B1 / Bg) x 100

ahol B; = (CFU/mI) vizsgalat végén a mucinhoz kot6dott baktériumok
szama, By = (CFU/ml) a kezdeti, mucinhoz adagolt baktérium

mennyisége.

4.4.6 Hidrofobicitas vizsgalat

Az oldoszerekkel szembeni mikrobidlis adhézi6 (MATS) informaciot
szolgaltat a mikrobak felileti tulajdonsagaikrol (Vinderola &
Reinheimer, 2003). A hidrofobicitas teszt kivitelezéséhez a vizsgalat
eldtti napon egy éjszakan keresztiil szaporitottam fel a vizsgalni kivant
baktériumokat. A felszaporitott kultirdkat a vizsgalat napjan
centrifugaltam és 5 ml-t mostam PBS-ben, majd reszuszpendaltam. A
sejtszuszpenziot @ 600 nm-en mért abszorbancia alapjan meghatarozott
10° CFU mennyiségben adagoltam a PBS-hez. Két ml baktérium-PBS
szuszpenzohoz 1 ml oldoészert (hexant vagy etil-acetatot) (Sigma-

Aldrich, Co., St. Louis, Missouri USA) adtam, majd a keveréket 2
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percen keresztiil kémcsérazoval kevertettem. Ez utan 1 6ran keresztiil
37°C-on hagytam, hogy a két fazis spontan elvaljon egymastol. A kivalt
vizes fazist liveg pipetta segitségével kivettem és megmértem az
abszorbanciajat (A=600 nm). A sejt feliileti hidrofobicitasa (H%) a kivalt

vizes fazis abszorbanciajanak a csokkenéseként értelmezheto:
H%=[(A0-A)/A0]%100

ahol Ag és A az abszorbancia értéke olddszeres extrakcid eldtt és utan.

4.5 Invivo vizsgdlatok, dllatkisérlet

Az allatkisérlethez 7-8 hetes C57BL/6, csiramentes, steril egereket
(Janvier Le Genest Saint Isle, Franciaorszag) hasznaltam fel, melyeket a
National Institute of Agricultural Research (IERP, INRAE, Jouy-en-
Josas, Franciaorszag) allattarto- és kisérleti 1étesitményében, specidlis,
csiramentes koriilmények kozott tartottam a kisérletet megelézden
(akklimatizacios id6szak, minimum 1 hét) és a kisérlet teljes id6tartama
alatt. Az allatok flexibilis film-izolatorral ellatott (Getinge-La Calhéne,
Vendome, Franciaorszag), steril faforgacsot tartalmazo ketrecben voltak
elhelyezve (5 egér/ketrec). A takarmanyozas ad libitum tortént, az
egerek szamara egész nap folyaman, mindig elérhetd modon volt
biztositva az autokldvozott csapviz, valamint a standard RO3 40 élelem
(Scientific Animal Food and Engineering, Augy, Franciaorszag), mely
csiramentesitése érdekében gamma sugarzassal volt kezelve (45 kGy)
(IBA Mediris, Fleurus, Belgium). A standard koriilmények biztositasa a
kovetkezOképpen tortént. A terem 07:30 és 19:30 kozott volt
megvilagitva, a homérséklet 20 és 22 °C kozott, a levegd egyensulyi
relativ paratartalma 45-55% kozott volt. Az allatkisérletre vonatkozo
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eurdpai kozosségi szabalyokat a helyi illet¢kes COMETHEA bizottsagi
szerv jovahagyta (Comité d’Ethique en Experimentation Animale du
Centre INRA de Jouy-en-Josas et AgroParisTech, Jouy-en-Josas, France
3445-2016010615159974 és 16744-201807061805486). A mérsékelt
bélgyulladas el6idézése dinitrobenzol-szulfonsavval (“moderate DNBS-
dinitrobenzene sulfonic acid modell”) és a baktériumok allatokba
juttatasa szondaval a kovetkezé modon tortént. Az egyenként koriilbeliil
20 g-os allatokat 150 puL 0,1%-0s ketaminnal és 0,06% xilazinnal 1 mL
Imalgene 1000 (Merial, Lyon Franciaorszag) és 0,6 mL 2%-0s
Rompunnal  (Bayer, Leverkusen, Németorszag) intraperitonealisan
érzéstelenitettem, ez utan kozvetleniil a vastagbélbe helyeztem egy 3,5
cm hosszisagu katétert (Solomon Scientific, San Antonio, US) és
fecskendével (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Missouri, US) juttattam be
100 mg/ testtomeg kg DNBS-t (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
US) 30% (v/v) etanolt tartalmazé foszfat pufferben feloldva (EtOH-
PBS). A dozis 2 mg DNBS/egér volt. A kontroll csoportban 1évé egerek,
melyeknél nem idéztem el6 bélgyulladast, ugyanezt a protokollt kovetve
EtOH-PBS kaptak. Az els6 3 nap folyaman az allatok folyamatos
megfigyelés alatt voltak, mivel ez a periddus igen kritikus az egészségiik
szempontjabol. Ezt kovetéen, a 10 nap elteltével kezdtem el az allatok
szondazasat, mely soran bejuttattam a vizsgalt
baktériumokat/joghurtokat/kapszulazott formulat, vagy a PBS-t (kontrol
csoport) (Ecimed, France). Egy szondazas alkalmaval intragasztralisan
200 uL mennyiségli vizsgalt anyagot juttattam be az allatba 1 x 108 CFU
mennyiségben, és ezt 10 napon keresztil folytattam, ez volt az
ugynevezett etetési-periodus. Az allatok bélrendszerében mesterségesen

létrehozott gyulladast az els6 DNBS bejuttatdsa utdn 21 nap elteltével
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(gyogyulasi-periodus) reaktivaltam, egy masodik 50 mg/ testtomeg Kg
DNBS bejuttatasaval.

45.1 A bél makroszkopikus vizsgalata

Az allatokat kabitas utdn, nyaki diszlokacioval leoltik, ezutdn a
hasiireget felnyitottuk, a vastagbelet eltavolitottuk és hosszanti irdnyban
felvagtuk. Ezt kovetden pontozasos modszerrel értékeltem a vastagbél
karosodasat egy 0-t6l 9-ig terjedd skalan. A pontozas magaba foglalta a
makroszkopikus nyalkahartya-karosodasokat, mint példaul a fekélyek
jelenlétét, a vastagbélfal megvastagodasat, a vastagbél hozzatapadasat
mas hasiiregi szervekhez, a székletanyag konzisztenciajaban
bekovetkezett valtozasokat (hasmenés indikatoraként) és a hiperémia

jelenlétét.

4.5.2 Invivo bél permeabilitas vizsgalat

A bél atereszt6 képességének detektalasahoz fluoreszcens izotiocianattal
konjugalt dextrant hasznaltam (FITC-dextran 3000-5000 Da, Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, Missouri, US) (Tambuwala et al., 2010). Harom
nappal a masodik DNBS-injekcio utan oralis szondaval 0,6 mg/g
testtomeg kg FITC-dextrant adagoltam az allatoknak. A vérben 1évo
FITC-dextran jelenlétének méréséhez 3,5 oraval a szondas adagolast
kovetden vettem mintat a retro-orbitalis vénds plexusbdl, és a mintat az
analizisig 4°C-on sotétben taroltam. Az egereket ebben az idészakban a
szokasos koriilmények kozott tartottam, azonban az allatok nem ehettek
¢s a vizhez csak korlatozott hozzaférést biztositottam a szdmukra. A
szérumot centrifugalassal valasztottam el, és a plazma FITC-szinteket

mikroplate-olvasoval ellatott fluoriméterrel hataroztam meg (Tecan
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fluoreszcens mikrolemez-olvasd, Tecan, Lyon, Franciaorszag), a

gerjesztési €s az emisszios hullamhosszak 485 nm és 530 nm voltak.

4.5.3 MPO aktivitas vizsgalat

A micloperoxidaz (MPO) aktivitast (a neutrofil infiltracié markere)
Bradley és munkatarsai (1982) altal leirt protokoll modositott
valtozataval mértem. A disztalis vastagbélbdl egy centiméteres mintat
vettem ¢és 5% hexadecil-trimetil-ammonium-bromidot (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, Missouri, US) és hidrogén-peroxidot (H,O;) tartalmazo
jéghideg 50 mM kélium-foszfat pufferrel (pH=6) homogenizaltam ugy,
hogy a minta végsé koncentracidja 50 mg/ml legyen a pufferben. A
kolorimetrias reakcid abszorbanciajat spektrofotométerrel mértem
(Tecan, Lyon, Franciaorszag). Az MPO-aktivitast a nedves szovet
milligrammjara vonatkoztatva, egységnyi mennyiségben fejeztem ki. A
MPO aktivitasa egységnyi abban az esetben, ha szobahdmérsékleten 1
uM H,0,-t egy perc alatt bont le vizre és oxigénre.

4.6 Statisztikai elemzés

A vizsgalt valosziniiségi valtozok esetében Shapiro-Wilk teszttel
ellendriztem, hogy a normalis eloszlast kovetik-e, és alkalmazhato-e
varianciaanalizis a csoportatlagok dsszehasonlitasara. Amennyiben nincs
kiilon mas kritérium jelezve, a P<0,05 értéket tekintettem
szignifikansnak. A nyers adatokat atlag és + szords formaban adtam
meg. Az érzékszervi vizsgalatok adatait nem paraméteres teszttel
(Kruskall-Wallis) vizsgaltam, mivel az adatok nem mutattak normalis
eloszlast. Az alvadék-, pH- ¢és szinvizsgalatoknal a varianciak

homogenitasat Levene teszttel ellendriztem, majd az egy tényezds
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varianciaanalizist kovetden a csoportatlagok Osszehasonlitasa céljabol
Tukey tesztet alkalmaztam. Az élettani vizsgalatoknal Kruskal-Wallis,
Tukey ¢és Mann-Whitney tesztet alkalmaztam. A statisztikai
elemzéseket, értékelést R commander (R project 3.4.2.) statisztikai
szoftverrel, a grafikonokat a Graphpad (Graph-pad szoftver, San Diego,

CA) program segitségével készitettem el.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1 Technologiai vizsgalatok eredményei
5.1.1 Probiotikus csiraszam alakuldsa a tarolas folyamdan

A probiotikus és a szinbiotikus termékekben biztositani kell, hogy a
hasznos baktériumok megfeleléen magas csiraszamban legyenek jelen a
fogyaszthatosagi id6tartam alatt. Ennek értelmében, a fogyaszthatosag
lejarati idépontjanak végéig megkovetelik egy adott minimalis csiraszam
jelenlétét. Vizsgalataim soran tobbszor meghatdroztam a LA-5 és a BB-
12 probiotikus baktériumok csiraszamat a tejes, valamint a savds pro- és
szinbiotikus joghurtokban a négy hetes tarolas idGtartalma alatt. A kapott
eredmények alapjan megallapithatoé volt, hogy a bifidobaktériumok ¢és
laktobacillusok szintje a gyartaskor beallitott nagysagrendben maradtak,
a négy hetes taroldsa soran sem csokkent 10° CFU/ml al4
(laktobacilluszok 4. hét vége: 8,16-8,5 CFU/mI, bifidobaktériumok 4.
hét vége: 8,13-8,57 CFU/mI) egyik termékben sem (7-8. tablazat). A két
probiotikum csiraszdmanak véltozdsa hasonld tendencidt mutatott a
tarolas idOtartama alatt. A kisérlettervezésnél a baktériumszdmot azért
erre a szintre allitottam be, mivel az egészségligyr elonyok
kifejez6déséhez minimum 10° CFU/ml csiraszam  sziikséges, az
érzékszervi elfogadhatosag szempontjabol pedig 108 CFU/mI az a
legmagasabb probiotikum mennyiség, mely még fogyaszthatd, barmiféle
a fogyaszt6 szamara elfogadhatatlan iz kialakulasa nélkil. A
baktériumok szama csokkend tendenciat mutatott, azonban ez a
csokkenés nem volt olyan mértékd, hogy a sejtszdm az International
Dairy Federation (IDF) altal ajanlott érték ala siillyedjen, melynek a
minimum szintje 10° CFU/g. A kezdeti (0. hét) és az elsé héten mért

probiotikus csiraszdm szignifikdnsan nagyobb volt, mint a 3. és a 4.
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héten mért értékek (P<0,05), tehat az elsé hetet kdvetden kovetkezett be
a probiotikus kultirdk csiraszdmanak csokkenése. A tarolas alatt a
probiotikus csiraszamok stabilitasat mutattak egy 2012-es szegedi
tanulmany (Lendvai és mtsai.) szerint, ahol a L. bulgaricus és S.
thermophilus keverék startert és a LA-5+BB-12 probiotikus kulturat,
inulint, oligofruktozt és fruktdzt tartalmazod tejhez adtak hozza. A
kisérleti termék a fogyasztdsi id6 végéig meglrizte a kezdeti magas
csiraszamot. Savoval késziilt fermentalt terméket vizsgalt egy lengyel
kutatocsoport  (Skryplonek & Jasinska, 2015) L. bulgaricus-S.
thermophilus startert és LA-5 vagy BB-12 probiotikumokat hasznalva,
és Ok is megfeleléen magas csiraszamot (10> CFU/ml) mértek a
fogyaszthatosagi id6 végén. Megfigyeléseim szerint a probiotikus
csiraszdm wugyan csokkent, azonban a csokkenés mértéke még
elfogadhat6 volt, mivel a csiraszam az el6irasoknak megfeleld érték
felett maradt a hiitve tarolas teljes id6tartalma alatt.

A 100%-ban tej alapanyagot tartalmazé készitményekben a
probiotikus és az inulin hozzaadasaval 1étrehozott szinbiotikus joghurtok
csiraszama nem kiilonbozott szignifikdnsan egymastol egy mintavételi
idépontban sem (P>0,05), azonban az id6 fliggvényében csokkend
tendencia ugy tlint, hogy kevésbé érvényesiilt a szinbiotikus joghurtban,
mint az inulint nem tartalmazé probiotikus joghurtban (7. és 8. tablazat).
Elképzelhetd, hogy az inulin hosszabb tavon mar jelentds védé hatast
fejtett volna ki, azonban a kiilonbség a negyedik hétig nem volt
szignifikans, ezért tovabbi kovetkeztetések levonasahoz hosszabb ideig
tarté tarolhatosagi vizsgalatra lenne sziikség.

A savos termékeknél mind a laktobacilluszok, mind a
bifidobaktériumok csiraszama szignifikansan nagyobb volt, mint a nekik

megfelelé analog, csak tejet tartalmazo termékeknél (P<0,05) a tarolas
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teljes idGtartama alatt (7. és 8. tablazat). Katay és munkatarsai (2013)
hasonloképpen magasabb prebiotikus csiraszamot (LA-5 és BB-12)
tapasztaltak a 30% ¢és 75% kozotti mennyiségii savot tartalmazo
joghurtokban, mint a tejes joghurtokban. Megfigyeléseik szerint mind a
fermentacios, mind az ¢érzékszervi tulajdonsagok kedvezdnek
bizonyultak és a baktériumok csiraszama a négy hetes tarolasi idétartam
alatt megfelelden stabil volt, ezért véleményiik szerint sincs akadalya a
savo hasznalatanak abban az esetben, ha a fenti probiotikus kultarak is
részt vesznek a fermentacidban.

A savos probiotikus és a savos szinbiotikus készitmények is
szignifikansan kiilonboztek egymastol (P<0,05), azonban az inulint
tartalmazd szinbiotikus savos termékekben kevesebb laktobacillusz és
bifidobaktérium volt, mint az inulint nem tartalmaz6 savos probiotikus
joghurtban (7. és 8. tablazat). Az utdbbi megfigyelésb6l kovetkezik,
hogy a hiitve tarolas soran az inulin nem segitette eld a probiotikus
kultardk csiraszaméanak novekedését a savos termékekben. Hasonlo
eredményekrél szamoltak be Pinto és munkatarsai (2017) amikor az édes
savoval mikrokapszulazott BB-12 csiraszdma a 28 napos tarolas alatt
nem valtozott, ugyanakkor az édes savo ¢és inulin keverékével
mikrokapszulazott BB-12 csiraszama szignifikansan csokkent. Az inulin
probiotikumokra kifejtett hatdsdnak pontos mechanizmusa a hiitve
tarolas soran még mindig tisztazatlan. A jelenlegi magyardzat szerint a
prebiotikum szelektiv szubsztratot biztosit a baktériumnak, tovabba védi
azt a savas behatasoktol. Egyarant talalhatunk példat az inulin
csiraszamra kifejtett kedvezo hatasara (Akalin és mtsai., 2004, Varga és
mtsai., 2003, Aryana és mitsai.,, 2007), illetve arra is, hogy nem
befolyasolja szamottevOen a probiotikus csiraszamot (Bozanic, 2002,

Ozer 2005). Az inulin baktériumok altali hasznositasa fiigghet az adott
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készitményre jellemzé polimerizacios foktol, valamint a készitmény
tisztasagatol, finomitottsdganak mértékétél. A magas polimerizacids
fokkal (DP>22) rendelkezd és a tulzottan finomitott (>99,5%) inulint
kevésbé, mig az alacsonyabb polimerizacios fokkal rendelkezoket
(DP>9) ¢s keveésbé finomitottakat (>90%) jobban hasznositjdk a
baktériumok (Bielecka és mtsai.,, 2002). A termékek eldallitasanal
hasznalt inulin jelen kisérletben DP>9 polimerizaciés fokkal
rendelkezett, amely a fentiek alapjan kedvezonek tekinthetd. Donkor és
munkatarsai (2006) tobb kiilonboz6 dozisban, 0,5, 1 és 1,5%-ban
adagoltak az inulint a probiotikus joghurtokhoz és megallapitottak, hogy
alacsonyabb dozisok kedvezdbben befolyasoltak a baktériumok
novekedését ¢és életképességét. Tovabba, az inulin baktériumokra
kifejtett hatdsa a tarolds soran kiillonbozd lehet attol fliggden, hogy
hanyféle mikroorganizmus vesz részt egyszerre a fermentdcioban.
Oliveira és munkatarsai (2009) amikor L. bulgaricus-t, L. acidophilus-t,
L. rhamnosus-t ¢és B. lactis-t fermentaltak S. thermophilus-al
kokultirdban, az egy napos tarolas utdn Ugy tapasztaltak, hogy csupéan a
S. thermophilus-B. lactis baktérium kombinacional volt megfigyelhetd
az inulin csiraszam noveld hatasa. Amikor az 0Osszes baktériumot
egylittesen fermentaltak, mindegyik baktérium sejtszama csokkent, hiaba
volt jelen az inulin. A jelenséget a baktériumok egyazon szubsztratért
torténd  versengésével magyaraztdk. Tovabba a  kiilonbozd
probiotikumoknak (L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus, B.
lactis) a S. thermophilus-al szemben mutatott szinergikus ¢és
antagonisztikus hatasat még nem tisztaztdk teljes kortien (Oliveira,
2009). Paseephol (2009) articsokabol kivont inulinnal egészitette ki a
joghurtot, ez a prebiotikum nem gyakorolt szamottevé hatast a

baktériumszamra a tarolas soran. Az inulin adagolésa javithatja az
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érzékszervi tulajdonsagokat (Kip, 2005), azonban a tarolas alatti
csiraszamra nem feltétleniil fejt ki kedvezd hatast. Hasonloan igaz volt
ez a megallapitas Drgalic (2005) vizsgélatai esetében is, amelyben a
100%-ban savoét, inulin és LA-5, BB-12 és L. casei probiotikumok
jelenlétében fermentaltak. A tarolas folyaméan a prebiotikum jelenléte
vagy hianya nem gyakorolt hatast a baktériumszamra, mikézben a LAS
és BB-12 csiraszama a tarolds végéig kellden magas szinten (10’
CFU/ml felett) maradt.

A probiotikus tejtermékek erjedési folyamatait szamos tényezd
befolyasolja, mint a rendelkezésre allo6 szubsztratok, az adott torzsek
szabad oxigén-, szénhidrat-, savtiroképessége, illetve mas egyéb
komponensekkel (pl. a fehérjék fajtaja és mennyisége, zsir mennyisége)
szembeni tolerancidja. Nem szabad elfelejtkezni arr6l, hogy az
alkalmazott starter kultura szintén befolyasolhatja a probiotikus kultarak
stabilitasat, esetleges antagonisztikus hatasok miatt. A starter kultaraval
egylitt torténd fermentacid soran torekedni kell a starter €s a probiotikus
kultara szimbiotikus ,,egyiittmiikodésére”. Fontos a megfeleld starter
baktérium kivéalasztdsa, hogy eldsegitse a probiotikumok kedvezd
szaporodasat, hiszen egy probiotikus funkcionalis élelmiszer esetében

elvaras a magas probiotikus mikrobaszam.
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7. tablazat: A laktobacilluszok szdmanak valtozdsa a probiotikus és szinbiotikus

termékekben a négy hetes tarolas alatt (termékenkénti

és mintavételenkénti

Osszehasonlitas)
Mintavétel napjan meért €16 0. 1. hét 2. hét 3. hét 4. hét
csiraszam log CFU/ml
Probiotikus joghurt 8,59*° 8,57 8,58 8,28" 8,16
Savés probiotikus joghurt 8,99 8,95% 8,828 8,74% 8,63
Szinbiotikus joghurt 8,60°° 8,48%° 8,34 8,34 8,49
Savés szinbiotikus joghurt 8,80 8,76 8,49"° 8,54 8,50
*a,b,c,

Osszetételil joghurtokon beliil.

: az eltéré kis betiikitevok a szignifikdns eltérést jelzik (P<0,05) a kiilonb6zo

ABC az eltéré nagy betiikitevok a szignifikans eltérést jelzik (P<0,05) a négy hetes

tarolas soran.

Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlagait jeloli.

8. tablazat: A bifidobaktériumok szamanak valtozasa a probiotikus és szinbiotikus

termékekben a négy hetes tarolas alatt (termékenkénti mintavételenkénti
0sszehasonlitas)
Mintavétel napjan mert €16 0. 1. hét 2. hét 3. hét 4. hét
csiraszam log CFU/ml
Probiotikus joghurt 8,46°° 848% 837 834 8,13*
Savés probiotikus joghurt 8,90 8,89 8,83°4° 8,74 8,64
Szinbiotikus joghurt 8,63%° 860 854"  836™ 8,45
Savés szinbiotikus joghurt 869" 864" 863" 860" 857
*a,b,C,

Osszetételil joghurtokon beliil.
ABLC:

tarolas soran.

: az eltéré kis betiikitevok a szignifikans eltérést jelzik (P<0,05) a kiilonb6zd

az eltér6 nagy betiikitevok a szignifikans eltérést jelzik (P<0,05) a négy hetes

Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlagait jeldli.
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5.1.2 A kisérleti termékek pH valtozdsa a tarolds sordan

A joghurt esetében a romlast okozo €s a patogén csirdk visszaszoritasa —
részben — a pH csokkenésével érhetd el. A starterkultira mikrobai altal
létrehozott savas fermentdcid azonban olyan alacsony pH értéket
eredményez (pH<4,5), amely nem kedvez a probiotikus baktériumok
szaporodasanak (Skryplonek & Jasinska, 2015, Varga-Visi & Papai,
2015).

Iravani és munkatarsai (2015) szerint a probiotikumok
stabilitdsara nagy hatast gyakorol a fermentalt termékekben a pH és a
titralhatd savtartalom alakulasa. A tej pH-értéke 6,5 koriil van, mig a
savd pH-értéke attol fiiggden, hogy édes vagy savanyu tejsavo, 6-4,5
korili intervallum kozott helyezkedik el. A vizsgalataimhoz édes savo
port hasznaltam, melynek pH-értéke az oldast kdvetden 6 koriil volt, igy
keverve a tejjel, a pH-értéke kozel volt a tej kiindulasi pH-értékéhez. Az
alapanyagok egy sarzsbol szarmaztak, igy az anyagok kiindulasi pH-
értéke kozel azonos volt.

A 9. tablazat a savdés és a tejes joghurtok pH-értékének
alakulasat szemlélteti a hiitve tarolas soran. A készitmények pH-ja a
tarolas idétartama alatt nem valtozott szignifikansan (P>0,05). Drgalic és
munkatarsai (2005) altal készitett savos Szinbiotikus joghurtokban is
hasonld, 4,5 kortli pH-értékeket mértek a gyartast kdvetden, a tarolas
kezdetekor.

A 0. héten a hagyomanyos joghurt (HJ) pH-ja szignifikdnsan
nagyobb volt (P<0,05), mint a savos joghurté (SJ), melybdl arra

kovetkeztethetiink, hogy a savos joghurtban intenzivebb fermentacio
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jatszodott le. A tejes joghurtoknal a probiotikus torzseket is tartalmazo
készitményekben (PJ, SZJ) a pH kissé, de szignifikans mértékben kisebb
volt, mint a csupan hagyomanyos starterkulturat tartalmazoké (HJ),
ennek oka, feltehetéleg, a probiotikus tozsek jelenlétéhez kdothetd
savanyito hatas. Ez a tendencia a savos joghurtoknal mar nem figyelhetd
meg, feltehetdleg a starterkultura intenzivebb fermentacidja miatt.

A starterkulturat alkoté baktériumok savtermeld képessége
lényegesen erdteljesebb, mint a probiotikus torzseké. A L. bulgaricus
D(-)tejsavat termel, melyet nem képes metabolizalni az emberi
szervezet, mig a S. thermophilus L(+) tejsavat termel, amit fel tudunk
hasznalni. A probiotikus LA-5 képes mindkét tejsav enantiomer
eléallitasara, a BB-12 jelenlétében a laktoz tejsavas fermentacioja (L(+)
tejsav) mellett az ecetsavas erjedés is végbemegy. Az altalam
alkalmazott probiotikus torzsek ugynevezett lassii savanyitok, tehat
onalldéan csak nagyon lassan és csak kis mértékben tudjak fermentalni a
tejes koOzeget vagy egyaltalan nem is képesek rd, proteolitikus
rendszeriik hidnya vagy gyenge miitkddése miatt. A tejsav mennyisége
tovabba a termékek izét, aromajat is befolyasolja. A joghurt kultaraban a
kokkusz-palcika arany 1:1, illetve 1:2, eldszor az S. thermophilus kezd el
szaporodni, ekkor a kokkuszok termelik a savat, késébb kezdenek el a
palcikak szaporodni, végiil beall a kedvezd arany. Esetlinkben a
megnovelt kezdeti baktériumszam rovidebb inkubacids 1dot tett
lehet6vé. A kultara gyors savanyitd képessége nagyon fontos szempont a
termékek minbségbiztonsaga szempontjabol. A tul lasst vagy elégtelen
savtermelés kedvez a karos ¢és romlast okozo baktériumok
szaporodasanak. A pH az utésavanyodas utan, ez altal a tarolési id6 alatt
is valtozhat. A hités alatt a kultarak metabolikus aktivitasa csokken, de

még ekkor is bekovetkezhet tovabbi savképzodés. A vizsgalt
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termékeknél egyediil a hagyomanyos joghurt (HJ) pH-értéke mutatott
csokkené tendenciat a tarolasi vizsgalat végére, azonban ez nem volt
szignifigans, csupéan ez a termék mutatott utdsavanyodasi hajlandosagot.
A probiotikus és szinbiotikus, mind savds és tejes termékeknél nem
kovetkezett be jelentds utésavanyodas, a termékek stabilak voltak a pH-
érték tekintetében. Az érzékszervi vizsgalatoknal a pH-értéknek és
termék texturajanak egyarant jelent6sége van, mivel két azonos pH-
értékkel rendelkezd készitménynél azt érezziik savasabbnak, amely
gyengébb szerkezettel rendelkezik.

Habar a joghurt pH-értéke fontos szempont a probiotikumok
stabilitdsanak szempontjabol, bizonyos esetekben nem gyakorolt hatast a
stabilitasra a tarolas soran (Pinto és mtsai., 2017, Abd-El-Salam, 2011).
A joghurt pH-ja féként az inkubacios periddus folyaman valtozik,
azonban a tarolaskor bekdvetkezd utdsavanyodas is megvaltoztathatja a
termék savassagat, amely az érzékszervi tulajdonsdgokra és a
baktériumszamra is hatdssal lehet. A pH valtozast a prebiotikumok
jelenléte is befolyasolhatja, vizsgalatunkban az inulin nem befolyasolta a
tejes készitmények pH értékét (v.6. PJ és SZJ). Az inulinnak Drgalic
(2005) vizsgalatai szerint sem volt hatasa a pH-értékre a fermentacio és

a tarolas alatt.
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9. tablazat A hiitve tarolas soran mért pH-értékek.

0.hét 1. hét 2. hét 3. hét 4. hét

HJ 4,9+0,1¢ 4,7+0,1°  4,7+0,1°  4,7+0,1°  4,7+0,1°
PJ 4,6+0,18 4,6+0,1®8  4,6+0,0°  4,6+0,1®  4,6+0,1®
SZ) 4,5+0,0° 4,5£0,0°  4,5+0,1®%  4,5+0,0°  4,5+0,1°
SJ 4,44+0,0° 4,4+0,1%  4,4+0,0%  4,4+0.1%  4,4+0,17"
SPJ 4,5+0,18 4,5+0,1®  4,5+0,1®  4,5+0,0°  4,6+0,1°
YA 4,4+0,1° 4420,1"  44201"  44+01"  44+01"

"ABC. az eltérd nagy betiikitevék az oszlopok (fermentalt készitmények) kozotti

szignifikans eltérést (P<0,05) jelzik.

Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras
értékét jeloli.

HJ: Hagyomanyos joghurt, PJ: Probiotikus joghurt, SZJ: Szinbiotikus joghurt, SJ:
Savos joghurt, SPJ: Savds probiotikus joghurt, SSZJ: Savos szinbiotikus joghurt

5.1.3 A termékek szinének valtozasa a tarolds folyaman

A hiitve tarolds soran a szinkoordinitdkban nem figyeltiink meg
Iényeges kiilonbséget, a termékek szine végig stabilnak bizonyult az id6
figgvényében (10. tablazat). Ha a készitményeket egymassal hasonlitjuk
0ssze, akkor elmondhatd, hogy a haromféle tej alapt készitménynél nem
volt szignifikans kiilonbség egyik szinkoordinata esetében sem, azaz
sem a probiotikumok, sem a 3%-ban adagolt inulin nem valtoztatta meg
a termékek szinét. Habar a savos terméekek szinkoordindtdi nem
valtoztak meg a tarolas soran, a savos szinbiotikus joghurt (SSZJ) harom
vizsgalt szinkoordinataja koziil az L* érték szignifikans eltérést (P<0,05)
mutatott a tobbi termékhez képest. A termékekhez adagolt kiegészitok
hatasa kritikus tényezOnek szamit a szinkoordindtdk szempontjabol. A
diétds rostok jelenléte megndvelheti az L" értéket. A termékek
zsirtartalmanak csokkentése az a* és b* értékek csokkenéséhez vezethet
(Cais-Sokolinska & Pikul, 2006). A tarolas soran el6fordulhat a joghurt

szinének kismértékii megbarnulasa, amelyet a Maillard reakcionak, azaz
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a nem enzimes barnulasnak tulajdonitanak (Cais-Sokolinska & Pikul,
2006). Az altalam hasznalt probiotikum ¢és inulin hatasara, ezen
valtozasok nem kovetkeztek be a tarolas alatt, sem a savos, sem a tejes
kozegben, tehat a magas csiraszamban adagolt probiotikum és az inulin

nem okozott Iényeges szinvaltozast a  tarolés alatt.
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10. tablazat A fermentalt készitmények CIELAB szinkoordinatainak értéke a tarolas soran

0. nap 7. nap 14. nap 21. nap 28. nap
L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a* b*
HJ 84,6£0,1*  -2,5+0,1° 7,140,2°  84,3+0,5%  -2,5+0,1° 73403 85,1+1,4°  -2,6+0,3 7,5404%  84,8+1,9°  -2,6+0,2° 7,540,1°  84,7+0,5*  -2,7+0,3 7,6+0,6°
PJ 84,5+0,4*  -2,5+0,1° 73+0,1°  84,5+02°  -2,4+0,2° 74+03%  84,7+1,9°  -2,5+0,3°% 7,6+04%  84,5+1,9°  -2,5+0,1° 7,6£02°  84,4+0,4*  -2,5+0,4° 7,8+0,7°
SZ) 81,4£0,0°  -3,4+0,1° 8,2+0,8°  81,4+0,6°  -2,4+02° 8,140,2*  84,6+1,2°  -2,5+0,3° 774028 843+1,7°  -2,5+0,1° 7,740,2%  842+04°  -2,6+0,3° 7,9+0,4°
SJ 84,3£0,6°  -3,4+0,1° 73402 81,3+0,3%  -3,3+0,1° 8,3+03%  82,1£1,0°  -3,4+403° 8,4+0,4*  81,8+1,1°  -3,4+0,2° 8,4+0,1°  81,9+1,3%  -3,5+0,3° 8,4+0,6
SPJ 81,1£0,4°  -3,3+0,1° 8,3+0,0°  81,2+0,5°  -3,240,1° 82+0,2* 82,041,080  -3,3+0,3° 8,4+0,3%  81,6+1,4°  -3,240,2° 8,4+0,3%  81,9+1,0°  -3,4+0,3° 8,5+0,4°
SSZJ 83,7+0,6°  -2,5+0,1 7,540,1*  83,840,5°  -2,4+0,1% 8,2+03*  81,0+41,1°  -3,440,3 8,5+02°  81,0+1,1°  -3,3+0,2° 8,4+0,3%  80,9+0,1°  -3,4+0,3 8,5+0,1%

® eltérs kis betiikitevSk szignifikans eltérést (P<0,05) jeleznek a kiilonbdzé termékek kozott.
Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras értékét jeloli.
HJ: Hagyomanyos joghurt, PJ: Probiotikus joghurt, SZJ: Szinbiotikus joghurt, SJ: Savés joghurt, SPJ: Savds probiotikus joghurt, SSZJ: Savés szinbiotikus joghurt
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5.1.4  Alvadék szilardsag vizsgadlata a tarolas folyaman

A starter kultara okozta pH csokkenés eldsegiti a stabil gél szerkezet
kialakulasat, amely a joghurt egyik fontos jellemzéje. A joghurtok
miszeres alvadékvizsgalata soran kapott értékek alapjan az dllomanyban
a négy hét folyaman nem tapasztaltam szignifikans kiilonbséget (P>0,05)
(11. tablazat). A tejes és a savos joghurtokat kiilon vizsgaltam
statisztikai szempontbol, mivel allomanyuk 0&sszetételiknél fogva
eredendden eltért. A savos ivojoghurtokndl a szarazanyag-tartalom, és
ezen beliil a fehérje- és zsirtartalom kisebb, mint a hagyoményos
joghurtban, ezért az allomanya is lagyabb. A tejes joghurtok kanalazos,
mig a savos joghurtok ivo joghurtnak felelnek meg allomany
szempontjabol, igy a hat termék egytitt nem hasonlithat6 dssze.

Vizsgalatomban a tejes, kanalazds joghurtokndl az inulint
tartalmaz6 szinbiotikus joghurt (SZJ) allomanya szignifikansan
kiilonbozott (P<0,05) a hagyomanyos (HJ) és probiotikus joghurttol (PJ)
(11. tablazat), azonban az inulin az alvadékszilardsagot kedvezétleniil
befolyasolta. A savos ivojoghurtoknal a probiotikus joghurt (SPJ) Fmax
értéke szignifikansan (P<0,05) kisebb volt, mint az inulint tartalmazo
SSZJ mintaé. A fentiekbdl kovetkezik, hogy 3% inulin alkalmazaséaval
textura javulast sikertlt elérni a savoval kiegészitett joghurtok esetében,
azonban a tej alapu joghurtnal az inulin hozdadasa elénytelen volt a
kialakult gél szilardsaga szempontjabol.

Az inulin, amellett, hogy prebiotikum, allomanyjavitoként is
hasznalhatd. Gorég joghurtokban az inulin kedvezdbb reologiai
tulajdonsagokkal rendelkezd terméket eredményezett, mint az egyéb
fruktooligoszacharidok (Costa, 2019). Az inulin kiilondsen hasznos

allomanyjavitonak bizonyult olyan esetekben, mikor a készitmények
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szarazanyag-tartalmanak csokkentése miatt azok allaga egyébként tul
lagy lett volna. Guggisberg (2008) Kis zsirtartalmu joghurtok
kedvezétlen allagat inulin adagolasaval tudta javitani. Solowiej (2015)
csokkentett zsirtartalmi sajthoz adagolt inulint, amelynek hatdséra a
termék allomanya javult. Katay és munkatarsai (2013) szerint nincs
technologiai akadalya akar 75% savot tartalmazd fermentélt tejtermék
eléallitasanak sem, ehhez azonban allomanyjavité adalék sziikséges.
Guo ¢és munkatarsai (2018) megallapitottak, hogy a tejsavofehérje és az
inulin  kozotti kolcsonhatasok hatast gyakoroltak a tejsavofehérje
gélesedési tulajdonsigaira, fiiggetleniill az inulin hozzaaddsénak

médjatol.

11. tablazat A fermentalt készitmények alvadék szilardsaganak valtozasa a tarolas

figgvényében
0. 1. hét 2. hét 3. hét 4. hét
HJ 4,4+0,8"  3,740,1"  4,1%0,1"  4,1+0,1*  4,1+02"
PJ 43+0,8"  4,0:02"  4,0+03"  3,7+0,7% = 3,5+13"
szJ 401,18 39+0,8°%  3,5+0,1°®  3,1x0,5®  2,8+0,0°
SJ 1,2+0,1°¢ 1,1£0,2°  1,0+0,0° 1,1£0,2¢  1,1+0,1°¢
SPJ 0,9+0,2°  1,0+0,0°  1,0+0,1°  1,0202°  0,9+0,0°
SSZJ 1,2+0,0F 1,2+0,1F 1,2+0,0F 1,1+0,25  1,040,0%

"ABC az eltérd nagy betiikitevSk a szignifikans eltérést (P<0,05) jeleznek a termékek

kozott. Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag =
szoras értékét jeloli. HJ: Hagyomanyos joghurt, PJ: Probiotikus joghurt, SZJ:
Szinbiotikus joghurt, SJ: Savos joghurt, SPJ: Savds probiotikus joghurt, SSZJ: Savds
szinbiotikus joghurt

5.1.5 Beltartalmi vizsgalat

A tej €s a tejsavo egyarant tartalmaz esszencialis aminosavakat, teljes

értekli fehérjét, zsirsavakat, valamint asvanyi anyagokat és vitaminokat,
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azonban eltéré mennyiségben. A savd szarazanyag tartalma lényegesen
kisebb, mint a tejé. Az édes tejsavo legfobb oldott dsszetevdje a laktoz,
ezen kiviil savofehérjét, kis mennyiségli zsirt, asvanyi anyagokat ¢és
vitamint tartalmaz. A 12. tablazatban az -eldallitott készitmények
legfontosabb beltartalmi adatait szemléltetem, melyek mérése a gyartast
kovetden tortént. A tej atlagos fehérjetartalma 3,3% koriili értek,
esetlinkben a tejes joghurtok fehérjetartalma a hagyomanyos joghurt
esetében 2,9%, probiotikus joghurt és a szinbiotikus joghurtndl pedig
2,8% volt. Az édes tejsavo fehérje tartalma 1% alatt van, azonban a
savos joghurtok fehérje tartalma ennél lényegesen nagyobb volt, az
50%-os tej kiegészitésnek kdszonhetden, a savds joghurt 1,7%, a savos
probiotikus és szinbiotikus joghurtok pedig 1,8% fehérjét tartalmaztak.
A tejes és savos joghurtok fehérjetartalma szignifikdnsan kiilonbozott
egymastol (P<0,05). A tehéntej atlagos zsirtartalma 3,8%, azonban ez az
érték tag hatarok kozott mozoghat. A savo alacsony zsirtartama miatt a
savos ivojoghurtok szignifikansan kevesebb zsirt tartalmaztak, mint a
nekik megfeleld tejes joghurtok (P<0,05) (12. tablazat). A savd
kiegészitéssel igy sikeriilt olyan pro- és szinbiotikus készitményeket
eldallitani, melyek a 100%-ban tejbdl késziilt termekekhez viszonyitva
lényegesen kisebb zsirtartalommal rendelkeznek. A tej legfontosabb
szénhidratja a laktoz, a kiindulasi tej alapanyag laktéz tartalma 5%
koriili, ez a fermentacio végére csokken. A tej alapu joghurtoknal a
probiotikus kultarakkal kiegészitett termékek (PJ és SZJ) laktoztartalma
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a csak starterkulturat tartalmazo
joghurtoké (HJ). Ez arra utal, hogy a kiindulasi azonos lakt6z-szint
nagyobb mértékii bontdsa ment végbe a PJ és SZJ mintdknal, mint a HJ
mintandl, mivel a starterkultura baktériumok mellett a probiotikus

baktériumok is szerves savakka fermentaltdk a tejcukor egy részét. Ez
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Osszhangban van a pH értékeknél megfigyelt tendenciaval (9. tablazat),
ahol a probiotikus kulturakkal kiegészitett tejes joghurtok (PJ, SZJ) pH
értéke kisebb volt, mint a probiotikumot nem tartalmazoé (HJ).

A savot is tartalmazd joghurtokban az inulint nem, csak
probiotikumot tartalmaz6 SPJ minta laktéz tartalma kisebb volt, mint a
probiotikum nélkiili¢ (SJ), azaz itt is jelentdsebb laktézbontas ment
végbe, feltehetdleg a probiotikumok hatasara; azonban az inulint
tartalmazd probiotikus termék (SSZJ) laktéz szintje megegyezett az SJ
mintaéval (12. tablazat). Tovabba, az SPJ és az SSZJ probiotikus savos
mintak laktoz tartalma szignifikansan kiilonb6zott egymastol. Ennek a
két terméknek a kiindulédsi Osszetétele és gyartasa teljesen azonos volt,
az egyetlen eltérést az inulin jelenléte (SSZJ) vagy hianya (SPJ)
jelentette. Az adatok alapjan (12. tablazat) inulin jelenlétében a laktoz
bontas kevésbé volt intenziv, mint annak hidnyaban, a savds mintdkban.
Feltehetoleg a savos kozegben a probiotikus baktériumok elényben
részesitették az inulint a tejcukorral szemben. Ezzel szemben, mikor a
joghurt alapanyaga 100% tej volt, ez a jelenség nem volt megfigyelhetd,
a lakt6z azonos mértékben bomlott el inulin jelenlétében (SZJ) és annak

hianyaban (PJ).
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12. tablazat. A fermentalt készitmények Gsszetétele a gyartast kovetéen

Joghurtok  Nedvesség tartalom % I\tlgrigslgerlrl‘eor/i © tg{;rosﬁqstz Laktoz tartalom %
HJ 88,240,0° 2,9+0,05° 3,9+0,38 3,3+0,04°
PJ 88,240,0° 2,8+0,06° 3,5+0,18 2,7+0,01%
SZ] 85,1+0,0" 2,8+0,06° 3,5+0,18 2,8+0,05%
SJ 91,0+0,1° 1,7+0,06" 2,2+0,1% 3,3+0,06°
SPJ 91,0+0,1° 1,8+0,06" 2,0+£0,1% 2,7+0,04%
SSZ] 85,5+0,1% 1,8+0,06" 2,3+0,3" 3,440,118

“ABC. az eltérd nagy betiikitevSk a szignifikans eltérést (P<0,05) jelzik egy oszlopban a

kiilonbozo termékek kozott. Mindegyik adat 3 ismétlés atlag = szoras értékét jeloli. HJ:
Hagyomanyos joghurt, PJ: Probiotikus joghurt, SZJ: Szinbiotikus joghurt, SJ: Savos
joghurt, SPJ: Savos probiotikus joghurt, SSZJ: Savoés szinbiotikus joghurt
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5.1.6 Human érzékszervi vizsgalat

A magyar vasarlok szerint fontos, hogy az altaluk -elfogyasztott
¢lelmiszerek milyen taplalkozas-¢élettani eldnyokkel rendelkeznek,
azonban a termékvalasztast az ar mellett alapvetden az organoleptikus
sajatsagok hatarozzak meg (Székely, 2004), ezért fontos, hogy a pro- és
szinbiotikus  készitményeknél azok érzékszervi tulajdonsagai s
feleljenek meg a fogyasztoi igényeknek.

Vizsgalatom soran a birdlok eldszor a tej és a savo alapu
termékek érzékszervi tulajdonsdgainak (szin, illat, iz, &llomany)
valtozasat értékelték a tdrolds sordn, majd ezt kovetden egy nagy
tételben forgalmazott bolti joghurttal hasonlitottak Gssze az altalam
eléallitott tej- valamint tej- és savo alapu készitményeket. A 9. abran a
biralok altal a tej alapu készitményekre adott pontszamok statisztikai
értékelésének grafikus megjelenitését lathatjuk a tarolasi 1dd
fliggvényében. A statisztikai elemzés alapjan megallapithato volt, hogy a
tejet tartalmazd kanalazos termékeknél a 4 hetes tarolds sordn a szinre,
illatra, izre és az allagra nem allapitottak meg eltérést a biralok az adott
pontszamaik alapjan, tehat a tarolds folyaman nem volt tapasztalhato

szignifikans valtozas (P>0,05) (9. abra).
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9. abra Tejes joghurtok érzékszervi biralati tulajdonsigai. iz, szin, illat, dlloméany
szerinti pontértékek boxplot diagramjai a 4 hetes tarolas fiiggvényében.

n=14 tréningezett koéstold bevonasaval. Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény (3
parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras értékét tartalmazza. °=kiugré értékek. (Kezelés
1=0. nap, 2=1 hét, 3=2. hét, 4=3. hét, 5=4. hét)

A savos, 1vo joghurtok esetében a szin kivételével nem volt
szignifikans valtozds a termékeknél (P>0,05) az 1d6 fliggvényében. A
savos termékek szine a birdlok pontszdmai alapjan szignifikansan

megvaltozott a tarolds soran (P<0,05) (10. ébra).
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10. abra Savés ivojoghurtok érzékszervi biralati tulajdonsagai. iz, szin, illat, allomany
szerinti pontértékek boxplot diagramjai a 4 hetes tarolas fiiggvényében.

n=14 tréningezett kdstold bevonasaval. *szignifikans kiilonbség (P<0,05). Mindegyik
adat kilenc vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras értékét
tartalmazza. °=kiugro értékek. .(Kezelés 1=0. nap, 2=1. hét, 3=2. hét, 4=3. hét, 5=4.
hét)

A savos hagyomanyos joghurt esetében Osszességében a szin,
illat és allomany tekintetében szignifikans eltérést tapasztaltunk (P<0,05)
egy elfogadott bolti joghurthoz képest (13. tablazat). Az iz
vonatkozasdban a termék nem tért el, mivel a pontszdmok atlaga 4,5
Vvolt, és a biralok a joghurtra jellemzd, intenziv, kellemes izt tapasztaltak.
A probiotikus savos joghurt esetében szin, iz, és allomany tekintetében
szignifikans kiilonbséget tapasztaltak (P<0,05), mig az illat nem tért el a
normal joghurttol. A savlés szinbiotikus készitmény mindegyik

tulajdonsagat tekintve szignifikansan eltért (P<0,05) a normal joghurttol.
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A szin az 50% savoval torténd kiegészités miatt a birdlok szerint kis
mértékben a zoldesebb tartomanyba mozdult el. Més szerzok szerint
azonban még a 65%-os savo részarany nem rontja a fermentalt

tejtermékek érzékszervi megitélését (Castro és mtsai., 2013).

13.tablazat A savos ivo-joghurtok és a tejes kanalazds joghurtok pontszdma a normal

bolti joghurthoz képest (4,5 pont).

Ivé-joghurtok

Normal joghurthoz Savds hagyomanyos Savos probiotikus  Savds szinbiotikus
képest eltér-e? (4,5) joghurt joghurt joghurt

Szin 5,3+1,6* 5,5+1,4* 5,6+1,6%*

Ilat 3,942,0* 4,8+£2,0 5,5+1,8%

iz 4,522 6,5+1,8% 7,11 4%
Allomény 4,0+1,2* 3,9+1,2% 3,8+1,5%

Kanalazos joghurtok
Normal joghurthoz Szinbiotikus

Hagyomanyos joghurt  Probiotikus joghurt

képest eltér-e? (4,5) joghurt
Szin 4,5+0.,6 5,1+1% 4,9+0,7*
Ilat 3,8+1,4% 4,7+1,8 4,7+2,0
iz 4,0+1,4% 5,0+1,6* 5,5+1,8%*
Alloméany 4,4+0,7 4,7+1,1 4,1£1,1%*

n=14 tréningezett kostold bevonasaval.

* szignifikans kiilonbség (P<0,05).

Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras
értékét jeloli.

Az altalam eldallitott hagyomdanyos (,,kanalaz6s”) joghurt a biralok
szerint illat és iz szempontjabol szignifikansan eltért (P<0,05), mig szine
¢és allomanya azonban a bolti joghurtnak megfelelé volt. A probiotikus
joghurt szintén kiilonb6zott izében, valamint a szinében is (P<0,05) a
bolti joghurttol. A kanalazos (tejes) joghurtok koziil a szinbiotikus
joghurtot talaltdk a legkiilonb6zdbbnek a bolti joghurthoz viszonyitva,
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mivel csupan illatdban nem tért el, szine, ize és allomanya viszont
kiiléonbozott a bolti joghurttél (P<0,05).

Osszességében elmondhaté, hogy a savoval kiegészitett termékek
szignifikans mértékben eltértek a normal joghurttdl szin, illat és iz és
allomany tekintetében, azonban a pontszamok atlagai, az iz kivételével,
nem tértek el drasztikusan a 4,5-6s (normal joghurthoz viszonyitott)
értektol. A savos hagyomanyos joghurt izében még nem éreztek eltérést
a biralok (13. tablazat); mikor viszont a joghurtok mar nagyszamu (tobb,
mint 108 CFU/mI, 7. és 8. tablazat) probiotikus baktériumot tartalmaztak
(savos probiotikus és savos szinbiotikus joghurt), iziik, a tobblet-
fermentacio termékei miatt, tal savanykasnak bizonyult. A tejes
(,,kanalazos”) termékeknél is érvényesiilt az a tendencia, hogy a
probiotikumokat tartalmaz6 készitmények ize kissé savanykasabb volt,
mint a normdal joghurté, azonban kisebb mértékben, mint a savos
készitményekben.

Katay és munkatarsai (2013) arrél szamoltak be, hogy az 50%
valamint 75% savoét tartalmazo termékek fogyasztoi fogadtatasa kedvezd
volt, tovabba a biraloknal nem meriilt fel, hogy a készitmények savot
tartalmaznak, azonban ebben az esetben a joghurtok hozzaadott aromat,
gyiimolcsizt Is tartalmaztak, amely jelen vizsgalatban nem volt a
receptura része. Lendvai és munkatarsai (2012) inulinnal kiegészitett,
magas csiraszamu szinbiotikus joghurtot készitettek. Az organoleptikus
vizsgélatba 188 kiilondsebb eldtapasztalattal nem rendelkezd egyént
vontak be, ¢és a készitmények minden fontosabb érzékszervi
tulajdonsagban (szin, illat, iz, dllomany) elnyerték a kostolok tetszését,

esetlikben is aromat és hozzaadott izanyagot hasznaltak izesitésre.
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A fentiekbdl kovetkezik, hogy a probiotikumokat is tartalmazé
termékek esetében, a kedvezObb érzékszervi fogadtatds érdekében a

natar joghurt helyett célszeriibb izesitett joghurtokat eldallitani.

5.2  Szimuldlt human emésztési vizsgalat eredményei
5.2.1 Invitro Infogest emésztés

A probiotikus baktériumokkal szemben alapvetd kdvetelmény, hogy az
emésztéenzimeknek nagy mértékben ellenalljanak, mivel igy tudnak
kelléen nagy szamban eljutni hasznosulasi helyiikre, a vastagbélbe. A
probiotikumok kivalasztasanak fontos kritériuma, hogy toleraljak a
gyomor savas kémhatasat, valamint a vékonybélben az epesavak
jelenlétét. Ennek vizsgalatara a nemzetkozileg elfogadott standardizalt
Infogest modellt alkalmaztam.

A funkciondlis probiotikus torzsekkel dusitott élelmiszerek
népszerliisége egyre nagyobb, azonban mellettik igen elterjedtek a
probiotikus  étrendkiegészitd kapszuldk 1s. Mig a liofilizalt
baktériumokat tartalmazo terapias kapszulak stabilitdsa tobb honapon
keresztiil  kiilonosebb  probléma nélkiil biztositott, addig az
¢élelmiszerekbe keriild baktériumok életképességére és szaporodasara
szdmos tényezd gyakorol hatast, az élelmiszermatrix Osszetételétdl a
gyartds egyes lépésein keresztiil egészen a fogyasztast megel6zd
tarolasig. A fogyasztast kovetden, az emberi emésztérendszerben tovabb
moddosul a mikrobaszam, melynek mértékét az is befolyasolhatja, hogy a
probiotikum élelmiszerrel, vagy csak dnmagaban (kapszula forméjaban)
keriil a szervezetbe, ugyanis az élelmiszermatrix az emésztérendszerben
egyfajta védohatast hozhat 1étre. Ennek vizsgalata érdekében az in vitro
emésztés soran a tejes és tejes-savos joghurtokon kiviil a két probiotikus
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baktériumot liofilizalt formaban tartalmazo, celluldozzal bevont
kapszulakat is megvizsgaltam. A tovabbi in vivo és in vitro vizsgalatok
soran végig ezt az elrendezést alkalmaztam, azaz a probiotikus
baktériumok tranzittolerancidjat nemcsak az adott komplex élelmiszer
matrixban, hanem tiszta formdban, étrendkiegészitoként alkalmazhato
kapszulaban is elemeztem.

Az in vitro Infogest emésztés vizsgalat soran a friss
joghurtkészitmények komplexen a startert, valamint a starter kultirat és
két alkalmazott probiotikumot és/vagy prebiotikumot is egyarant
tartalmaztak. A 14. tablazatban lathaté a starterkultura baktériumok,
valamint a probiotikus baktériumok csiraszamanak alakuldsa az in vitro
Infogest emésztési vizsgalat soran. A vizsgalatokat az eddig hasznalt
hatféle joghurtkészitményen kiviil a probiotikumokat tartalmazo
kapszuldval is elvégeztem. A vizsgalat megkezdésekor (0. perc, 14.
tablazat) minden probiotikus joghurtminta tartalmazta a terapias hatas
eléréséhez a FAO/WHO altal megkovetelt minimalis probiotikus
életképes sejtszamot, amelynek a minimélisan megallapitott 1x10°
CFU/ml felett kell lennie.

A két probiotikum kivalé gyomorsav-toleranciat mutatott (15.
tablazat), talélési aranyuk a tejes probiotikus joghurtnal a LA-5 esetében
92,4%, a BB-12 esetében 93,8% volt, mig a szinbiotikus joghurtnal a
LA-5 esetében 85,9%, a BB-12 esetében 93,3%-volt. A savoés
joghurtoknal a t0lélési aranyuk ennél alacsonyabb volt, a savos
probiotikus joghurtnal a LA-5 89,6%-a, a BB-12 88,7%-a élte tul a
gyomorfazist, mig a savos szinbiotikus joghurtnal a LA-5 85,3%-a, a
BB-12 77,6%-a maradt életképes. Az étrendkiegészitd kapszuldknal az
LA-5 esetében 84,8%, mig a BB-12 89,2% volt az arany

élelmiszermatrix nélkiil, celluloz burokban (15. tablazat). A jo tolerancia
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képesség folytatddott a vékonybél fazis soran is. A baktériumok
gyomorsav toleranciajat tekintve, szignifikans kiilonbség volt a starter
kultarak, valamint a BB-12 és az LA-5 probiotikus baktériumok kozott
(P<0,05), azonban a két starter baktérium kozott nem volt szignifikans
eltérés a gyomor fazis soran (P>0,05). A starter kultarak, ahogy varhato
volt, kisebb mértéki talélési képességet mutattak. A hagyomanyos
joghurt baktériumok (Streptococcus thermophilus és Lactobacillus
delbrueckii ~ ssp. bulgaricus) nem rendelkeznek probiotikus
tulajdonsaggal, mivel sejtjeik sériilnek és elpusztulnak a gyomor-bél
traktuson valo athaladas soran; ennek ellenére, Vinderola és munkatarsai
(2003) szerint, alkalmasak a laktoz intolerancia tiineteinek enyhitésére.
Napjainkban csak kevés in vitro vagy preklinikai vizsgalat tamasztja ala
a S. thermophilus vagy L. bulgaricus torzsek probiotikus hatasat (Bailey,
2011), jelenleg, ezen baktériumokat nem soroljuk a probiotikus
baktériumok kozé. A szinbiotikus és savds szinbiotikus joghurtoknal a
gyomor fazis utan a L. bulgaricus csiraszama erdsen lecsokkent (1,4
CFU/ml), majd a vékonybél fazis utan Gjra novekedett (3,8-3,6
CFU/ml). Az emésztés soran a L. bulgaricus és S. thermophilus
csiraszama olyan nagy mértékben csokkenhet, hogy egyes kutatok
szerint a székletmintabol mar Ki sem mutathatok (Del Campo és mtsai.,
2005, Pedrosa és mtsai., 1995), mig Mater és munkatarsai (2005) szerint
a rendszeresen fogyasztott joghurt mindkét starter baktériuma
kimutathatd volt. A starter baktériumok, a probiotikumokkal szemben,
nem jol tolerdljak az emberi gyomor erdsen savas koriilményeit,
érzékenyek az alacsony pH-értékre (Conway és mtsai., 1987). Hood és
munkatarsai 2-es pH-értéken, 45 perc utan mar nem tudtak Lactobacillus

bulgaricus-t kimutatni (1988).
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A BB-12 kedvezdbb tulélése dsszekapcsolhatd a megnovekedett
glikolitikus aktivitas pufferhatasaval, amint azt mas Bifidobacterium
torzsekben (Ruiz és mtsai., 2011) kimutattak, vagy a tejbdl szarmazo
fehérjék pufferhatasaval, amely védi a torzseket az emésztési
koriilmények karos hatasatol, lehetévé téve a probiotikus torzsek jobb
tulélését (Tamime és mtsai., 2017). Szamos publikacié bizonyitja a B.
lactis BB-12 gasztrointesztinalis koriilmények kozotti jobb talélését
¢lelmiszermatrixban (Munoz és mtsai., 2018). A probiotikus
baktériumok életképességét tobb tényezd javithatja, tobbek kozott a
magasabb pH érték, a nagyobb pufferkapacitis, a jobb tapanyag-
elérhetdség, valamint az alacsony oxigéntartalom (Kim és mtsai., 2018).
A L. acidophilus a sav-stressz ellensulyozasara szamos mechanizmussal
rendelkezik, citoplazmaja viszonylag nagy pufferkapacitasu, amely
lehetévé teszi, hogy az intracellularis pH-ja savas koriilmények kozott se
valtozzon meg jelentds mértékben (Ng és mtsai.,, 2011). A tej, mint
¢lelmiszermatrix fizikai és kémiai tulajdonsagai javithatjak a probiotikus
baktériumok életképességét, a matrix nélkiili kapszuldhoz képest, ennek
oka a magasabb pH-érték, nagyobb pufferkapacitas, jobb tapanyag-
elérhet6ség, alacsony oxigéntartalom valamint a zsir és a fehérje
jelenléte, melyek a matrixot siiriibbé teszik (Kim és mtsai., 2018). Ez az
allitas igazolodott esetiinkben is a tejes probiotikus (LA-5: 92,4%, BB-
12: 93,8%) és a tejes szinbiotikus joghurt (LA-5: 85,9%, BB-12: 93,3%)
esetében, hiszen nagyobb mennyiségben élték til a gyomor szakaszt,
mint a kapszuldban talalhat6 baktériumok (LA-5: 84,8%, BB-12:
89,2%). Természetesen az  emésztési  fazisok  kedvezbtlen
koriilményeivel szembeni ellenallas erésen fligg az adott baktérium
torzstdl, vizsgalatomban ez meghatarozobb volt, mint az

¢élelmiszermatrix jelenéte vagy hianya, robosztus probiotikumok
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esettben az adott baktérium valamennyi matrixban kedvezden
viselkedik.

Mig a gyomor fazis sordn nem volt kiilonbség a starter
baktériumok talélési szazalékaban, a vékonybél fazis soran a starter
baktériumok szignifikansan kiilonboztek egymastol ebbdl a szempontbol
(P<0,05).

A joghurtokhoz adagolt inulin esetében nem tapasztaltam, hogy
kedvezd hatast gyakorolt volna a joghurtkulturdk és a probiotikumok
csiraszdmara (15. tablazat). Pinto (2017) megallapitasa szerint, az
inulinnal mikrokapszulazott BB-12 esectében a prebiotikum nem
befolyasolta Iényegesen a probiotikum talélését a human emésztés soran.

Vizsgalatomban a probiotikumok kelléen magas szamban érték
el a vastagbelet, ami azt jelenti, hogy a terapias célnak megfelel6 4 - 5
log CFU/ml szamban voltak jelen a vékonybél fazis végén, mind a
joghurtoknal, mind a kapszulanal (14. tablazat), (tejes probiotikus
joghurtnal 5,2-5,5 CFU/mI, szinbiotikus joghurtnal 4,1-5,7 CFU/ml,
savos probiotikus joghurtnal 5,2-54 CFU/mI, savos szinbiotikus
joghurtnal 4,2-4,2 CFU/ml, a kapszuldknal pedig 4,6-5,6 CFU/ml). Az
eldallitott savos joghurtok megfeleld probiotikus vivéanyagok voltak
egészen a vekonybél fazis végéig, hiszen a probiotikumok talélésének
mértékében nem volt kiilobség a kapszulahoz vagy a tejes joghurtokhoz
képest. Az Infogest emésztés vékonybél fazisa utan 24 6ras inkubacios
1d6 leteltével beoltatlanul vizsgaltam meg a kapott digestat. A 24 ora
alatt csupan fermentdcios inkubalds tortént, tehat itt mar nem voltak
hatdssal emésztéenzimek a beoltott anyagra, ennek kovetkeztében
valésulhatott meg, hogy a baktériumok szaporodtak és a BB-12 talélési
szazaléka magasabb értékkel rendelkezett, mint az eldtte 1évd fazisok

soran.
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A bifidobaktériumok egyik fontos tulajdonsaga, hogy képesek
gatolni mas baktériumok szaporodasat pl. rovid szénlancu zsirsavak
vagy antimikrobialis (bakteriocin) anyagok termelése altal (Martinnez és
mtsai., 2013). A vastagbél fazist a BB-12 mindegyik kézegben, nagyobb
mértékben (P<0,05) ¢élte tal, mint a digestaban jelen 1évé tobbi
baktérium (15. tablazat). A vastagbél szakasz folyaman a BB-12 szintje
a tejes szinbiotikus és a savds probiotikus és szinbiotikus, valamint a
kapszula esetében is ndvekedésnek indult. A rovid tava kevert inkubacio
soran a BB-12 képes volt kedvezd koriilményeket teremteni a
szaporodasa érdekében. Az egyik ilyen koriilményt a korokozok
gatlasaval tette lehetdvé. A probiotikumok egyik kritériuma a
korokozodkkal szembeni gatld hatas kifejezddése, gatldé anyagok (szerves
savak, H,0,, bakteriocinek) eléallitasa, tapanyagverseny kialakulasa
révén (Jungersen ¢és mtsai., 2014). Ez a kés6bbi patogén elleni
hatasvizsgalatban (11. abra) is lathatd, ahol a savos termékek és a
kapszula képes volt visszaszoritani a C. perfringes mennyiségét.
Tovéabbi antagonista hatasokat pl: verseny a tapadasi helyekért, ez
esetben, nem lehetett vizsgalni a modell limitalt felépitése miatt. A BB-
12 antagonista hatasa széles kortien bizonyitott tobb potencialis
koérokozdval szemben (Collado és mitsai., 2007). Tovabba a BB-12
Oonmagaban, illetve L. rhamnosus LGG-vel egyiittesen jelentdsen
csokkentette a patogének kitapadasat bélhamsejt modellben (Collado és
mtsai., 2007).

Osszességében elmondhatd, hogy a BB-12 nemcsak a gyomor-
bél traktuson valo athaladds soran marad vissza kedvezé szamban,
hanem atmenetileg kolonizalja a vastagbelet is. Harom hétig tartd 1054
CFU/nap dozisu adagolas esetében a széklet mintadban kimutathato6 volt a

BB-12 jelenléte (Matto és mtsai., 2006, Jungersen és mtsai., 2014).
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Hasonlé tapasztalatra vezetett a fentiekben bemutatott in vitro vizsgalat

is.
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14. tablazat A vizsgalt baktériumok csiraszamanak alakulasa tejes és savos joghurtokban az egyes human emésztési fazisokban.

Hagyomanyos joghurt Probiotikus joghurt Szinbiotikus joghurt

Emésztési fazis Log CFU/mI Log CFU/mI Log CFU/mlI

S.t. L.b. St L.b. LA5 BB12 St L.b. LAS BB12
Kiindulés 0. perc 9,3+0,1 6,6+0,1 8,7+0,1 8,340,1 8,2+0,1 8,4+0,0 9,1+0,1 7,34+0,1 7,24+0,1 8,4+0,0
Gyomor fazis utan 120. perc 6,3+0,2 3,4+0,0 5,240,2 | 7,1+0,1 7,6+0,0 7,840,1 6,6+0,0 1,4+0,0 6,240,1 7,9+0,1
Vékonybél fazis utan 120 perc 4,5+0,1 3,4+0,0 3,4+0,0 | 3,4+0,0 5,24+0,0 5,5+0,0 4,2+0,1 3,84+0,2 4,1+0,0 5,7+0,1
Vastagbél fazis utan 24 6ra 1,4+0,0 1,4+0,0 1,4+0,1 1,4+0,0 3,1+0.4 3,2+0,3 1,4+0,0 3,104 3,840,1 6,5+0,1

Savos joghurt Savos probiotikus joghurt Savos szinbiotikus joghurt

Emésztési fazis Log CFU/mI Log CFU/mI Log CFU/mI

St L.b. St L.b. LA5 BB12 St L.b. LAS5 BB12
Kiindulas 0. perc 9,140,1 1,8+0,2 8,7+0,1 |2,2+0,5 7,9+0,0 8,3+0,0 8,7+0,0 3+0,6 7,7+0,0 7,540,1
Gyomor fazis utan 120. perc 3,8+0,1 1,4+0,1 5,1+£0,1 |5,1+£0,0 7,1£0,1 7,4+0,1 4,4+0,1 1,4+0,0 6,5+0,0 5,9+0,2
Vékonybél fazis utan 120 perc 1,4+0,0 1,4+0,1 3+0,0 1,4+0,0 |5,2+0,1 5,4+0,1 4,140,1 3,6+0,0 4,2+0,1 4,2+0,0
Vastagbél fazis utan 24 6ra 1,4+0,0 1,4+0,1 1,4+0,0 |1,4+0,0 3,5+0,1 6,6+0,2 1,4+0,0 1,4+0,0 2,5+0,3 7,3+0,1

Emésztési fazis

Kapszula
Log CFU/ml

LAS BB12

Kiindulas 0. perc

8,6+0,1 8,3£0,1

Gyomor fazis utan 120. perc

7,3%0,1 7,4+0,2

Vékonybél fazis utan 120 perc

4,6+0,2 5,6+0,4

Vastagbél fazis utan 24 o6ra

2,8+0,1 7,7%0,1
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15. tablazat A vizsgalt baktériumok talélési szazalékanak alakulasa tejes és savos joghurtokban az egyes human emésztési fazisok soran.

. . Hagyomanyos joghurt Probiotikus joghurt Szinbiotikus joghurt
Baktérium tulélési szazalék (%) (%) (%)
St. L.b. St. L.b. LA5 BB12 St. L.b. LAS5 BB12
Gyomor fazis utan 120. perc 68,5" 52,2% 58,6" 85,6" 92,48 93,8¢ 72,5% 19,74 85,98 93,3¢
Vékonybél fazis utan 120 perc 483" 52,28 38,8" 41,6° 63,4° 66,2° 46,7% 51,7° 56,6° 68,2°
Vastagbél fazis utan 24 éra 15,4* 21,78 16,1% 17,28 38,18 38,1¢ 15,8* 42,08 52,48 76,6¢
) o N Savés joghurt Savés probiotikus joghurt Savés szinbiotikus joghurt
Baktérium tulélési szazalék (%) (%) (%)
St. L.b. St. L.b. LA5 BB12 St. L.b. LAS5 BB12
Gyomor fazis utan 120. perc 41,5" 78,1% 58,4" n. a. 89,68 88,7¢ 50,9" 41,5" 85,38 77,6
Vékonybél fazis utan 120 perc 15,8* 78,1° 34,24 67,4° 65,4° 65,1° 46,4% 94,9° 54,48 54,9°
Vastagbél fazis utan 24 éra 15,74 78,18 16,4% 67,48 44,18 78,1¢ 16,4% 41,48 32,28 96,8¢
Kapszula
Baktérium tulélési szazalék 5)/0)
LA5 BB12
Gyomor fazis utan 120. perc 84,8° 89,2¢
Vékonybél fazis utan 120 perc 53,3B 67,2B
Vastagbél fazis utan 24 ora 32,98 92,8¢

ABC
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: az eltér6 nagy betiikitevok a szignifikans eltérést (P<0,05) jelzik egy soron beliil. Mindegyik adat 3 ismétlés atlag + szoéras értékét jeldli, n.a.: nincs adat




5.2.2 Patogén gatlas

Ismeretes, hogy a tejsavbaktériumok és a bifidobaktériumok jelent6s
hanyada gatolja mas mikroorganizmusok szaporodésat, ezért az altalam
alkalmazott probiotikumokat is megvizsgaltam ilyen szempontbol. A
vékonybél fazist kovetden a digestat patogén mikrobakkal oltottam be, a
probiotikumok altal kifejtett esetleges gatldé hatas megfigyelése
érdekében. A 11. dbran lathatd, hogy a savoét tartalmazo készitmények és
a probiotikus kapszula erésen gatolta a C. perfringens novekedését,
ezzel szemben csak kis mértékben tudtak visszaszoritani az E. coli
szaporodasat. A C. perfringens gatlasa magyarazhat6 a probiotikum altal
termelt szerves savak (tejsav és ecetsav) pH csokkenté hatasaval,
valamint a bakterialis tevékenység soran termelédé hidrogén-peroxiddal,
vagy baktericid hatassal rendelkez6 fehérjék jelenlétével (Gibson, 1995).
A C. perfringens nagyobb aranyban torténé gatlasa nem valosult meg,
amikor a csak tej alapu készitményeket tartalmazé digestat inkubaltuk.
Fontos azonban megjegyezni, hogy mikor négy baktériumos modellt
alkalmaztam a beoltas soran (E. coli+C. perfringens+L. casei+B.
longum subsp. infantis), abban az esetben mind a tejes termékek, mind a
savos termékek gatoltak a C. perfringens szaporodasat. Ennél fogva a
tejes termékek C. perfringens gatlasa tovabbi vizsgalatot igényel.

Az E. coli szennyezédés jelenléte a tej kezelésének ¢és
feldolgozasanak nem megfeleld higiéniai szinvonalat mutatja. Az E. coli
pasztérozéskor elpusztul, igy a mar pasztérozott tejben valo jelenléte
reinfekciora utal. Olyan aerob gazképz6 gram-negativ, mely a tejtermék
puffadasat, erbteljes Szinerézisét okozza. Egészségre igen veszélyes
O157:H7 szerotipusa a haemorrhagias kolitiszt okozza, mely képes a

joghurt fermentacid alatt is szaporodni akar 6 log CFU/ml
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nagysagrendben, kedvezden adaptalodik a savas kornyezethez és képes
kiilonb6z6 szénforrasokat felhasznalni, mint példaul gliikéz, laktoéz vagy
galaktoz (Cutrim és mtsai., 2017).

Escherichia coli gatlasa
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11. abra: A joghurt készitmények hatasa egyes patogén mikrobak novekedésére

Mindegyik adat 3 ismétlés atlag + szoras értékét tartalmazza. HJ: Hagyomanyos
joghurt, PJ: Probiotikus joghurt, SZJ: Szinbiotikus joghurt, SH: Savos joghurt, SP:
Savos probiotikus joghurt, SSZ: Savos szinbiotikus joghurt. K: Kapszula:BB-12+LA-5.
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A 16. tablazatban az altalam eléallitott joghurtok elényeit és hatranyait

Osszesitem a technologiai, valamint a szimulalt human emésztési

vizsgélat eredményei alapjan.

16.tablazat A termékek Osszehasonlitasa a technologiai tulajdonsagok és az in vitro

human emésztési vizsgalat alapjan

Kisérleti termék

Elényok

Hatranyok

Normal bolti natir joghurthoz viszonyitva

Hagyomanyos joghurt | Tarolas 4 hete alatti stabilitas. iz és illat cltérést tapasztaltak a biralok
Tarolas 4 hete alatti stabilitas. , L . .
Probiotikus joghurt *Human emésztés soran kedvezd Normil bolti natir joghurthoz viszonyitva

probiotikus csiraszam.

iz ¢s szin eltérést tapasztaltak a biralok

Szinbiotikus joghurt

Tarolas 4 hete alatti stabilitas.
*Human emésztés soran kedvezo
probiotikus csiraszam.

Normal bolti natir joghurthoz viszonyitva
iz, szin és allomany eltérést tapasztaltak a
biralok.

Miiszeres alvadékszilardsagot negativan
befolyasolta az inulin.

Az adagolt prebiotikumnak nem volt
hatésa a csiraszdmra a tarolas soran,
azonban a probiotikus csiraszam
csokkenésének tendenciaja kisebb volt
(probiotikus joghurthoz képest).

Savés joghurt

Tarolas 4 hete alatti stabilitas.
Alacsonyabb zsirtartalom (normal
bolti joghurthoz képest).

*Human emésztés soran kedvezd
probiotikus csiraszam. Gatolta a C.
perfringens szaporodasat.

Normal bolti nattr joghurthoz viszonyitva
allomany, szin, illat eltér.

Savés probiotikus
joghurt

Tarolas 4 hete alatti stabilitas.
Magasabb tarolas alatti probiotikus

csiraszam (tejes joghurtokhoz képest).

Alacsonyabb zsirtartalom (normal
bolti joghurthoz képest).

*Human emésztés soran kedvezd
probiotikus csiraszam.

Gatolta a C. perfringens szaporodasat.

Normal bolti nattr joghurthoz viszonyitva
allomany, szin, iz (tul savanykas) eltér.

Savos szinbiotikus
joghurt

Térolas 4 hete alatti stabilitas.
Magasabb tarolas alatti probiotikus

csiraszam (tejes joghurtokhoz képest).

Az inulin az alvadék szilardsagot
kedvezden befolyasolta.
Alacsonyabb zsirtartalom (normal
bolti joghurthoz képest).

*Human emésztés soran kedvezd
probiotikus csiraszam.

Gatolta a C. perfringens szaporodasat.

Normal bolti natur joghurthoz viszonyitva
minden szempontbol eltért (szin, iz, illat,

allomany) eltér.

Az inulin nem gyakorolt el6nyds hatast a

probiotikus csiraszamra a tarolas soran.

*Human emésztés (in vitro) vizsgalatok
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5.3 Invitro vizsgalatok eredményei
5.3.1 Hidrofobicitas és elektronakceptor képesség vizsgalata

A baktériumok sejtekhez vald tapadasat szamos tényezd befolyasolja. A
kialakul6 reverzibilis kotést meghatarozéd fiziko-kémiai tulajdonsagok
kozil kiemelkedéen fontos a sejtfeliilet polaritasa, hidrofil vagy hidrofob
jellege, valamint, hogy a feliilet rendelkezik-e elektron donor/elektron
akceptor sajatsaggal (Da-Yong Ren és mtsai., 2013). A kolonizaciot meg
kell eléznie az adhézionak, ezért az adhézids vizsgalatok tovabb
arnyaljak a vizsgalt torzsek probiotikus potencialjardl alkotott képet.
Ennek értelmében felderitettem, hogy milyenek a vizsgalt mikrobdk
adhézi6s  képességei;  tehat  megvizsgaltam a  baktériumok
hidrofobicitasat, valamint elektronakceptor képességiiket. A mikrobak
oldoszerekhez kotheté adhézids képességének vizsgalata (MATS) egy
nem-specifikus adhéziés modszer, a baktériummembranok hidrofob
jellegének és elektron fogadd tulajdonsagainak felmérésére. A hidrofob
¢és hidrofil tulajdonsagokat, ezéaltal az adhézid6 mértékét a
baktériumsejtek felszinén levo fehérjék és poliszacharidok egyarant
befolyasoljak (Chauviere és mtsai., 1992). A hexannal valé kioldas
mértéke a baktériumok feliiletének hidrofob jellegét, az etil-acetathoz
valo affinitas a baktériumsejt felszinének elektronakceptor tulajdonsagait
jellemzi (Kos és mtsai., 2003).

A BB-12 és az LA-5, valamint a starter kultara 6sszetevéi (L.b.
¢és S.t., 12. abra) nagyobb affinitast mutattak a hexanhoz, mint az etil-
acetathoz. Az etil-acetattal szembeni affinitas 31% vagy annal kevesebb
volt, amely azt mutatta, hogy a vizsgalt torzsek elektronakceptor

sajatsaga viszonylag alacsonyabbnak bizonyult.
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A vizsgalt torzsek kozott a hidrofobicitas-értékben csak a BB-12
esetén Volt kiilonbség (31%), amely szignifikansan (P<0,05) nagyobb
affinitast mutatott az etil-acetat felé, mint a masik probiotikus baktérium,
a LA-5 (22%) (12. abra). A két starter baktérium affinitasa (25% S.t. és
24% L.b) nem kiilonbozott szignifikansan a LA-5-t6l. Vinderola és
Reinheimer (2003) vizsgalatai szintén igazoltdk a BB-12 hidrofob
jellegét. Ebbol adéddan a BB-12 sejtfelszini adottsagai olyanok, hogy a
baktérium képes megtapadni és ezt kovetden kolonizalédni a
bélrendszerben. A két probiotikus baktérium, a BB-12 96%, az LA-5
70%, az L. bulgaricus tenyészete 73%, a S. thermophilus pedig 47%-ban
viszonylag nagy affinitast mutatott a hexanhoz. A legnagyobb értéket
ebben az esetben is a BB-12 torzs esetében kaptuk, hasonloképpen
Vinderola és Reinheimer (2003) eredményeihez.

Shakirova (2012) szerint a sejtfal hidrofobicitasa 6sszefliggésben
van azzal is, hogy milyen mértékben képesek elviselni a probiotikus
baktériumok a szélsOséges kornyezeti koriilményeket. A sejt feliileti
tulajdonsdgok ¢és az ezekre kapott vizsgalati eredmények fontos
informacioval szolgalnak a mikroorganizmus fiziologiai és technoldgiai
tulajdonsagaikrol. Amikor kedvezotlen koriilményeknek tették ki az LA-
5 és BB-12 baktériumokat (fagyasztas-felolvasztas, hossza tava tarolas,
epesavnak torténd kitettség) sejtszamuk egyenes aranyossagot mutatott a
hidrofobicitas értékkel (Shakirova 2012). A BB-12 kival6 technoldgiai
tulajdonsdgokkal  rendelkezik, = magas  stabilitdist —mutat az
¢lelmiszerekben ¢€s fagyasztva szaritott készitményekben. A BB-12 torzs
esetében in vitro vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy képes erdsen

megtapadni a gyomor nyalkahartyan (Jungersen, 2014).
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12. dbra: A starter kultarat és a probiotikumot alkotd baktériumok sejtfelszinének
jellemzése MATS vizsgalattal

* a szignifikans kiilonbséget jelzi (P<0,05). Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény
(3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras értékét tartalmazza. S.t.: S. thermophilus,
L.b.: L. bulgaricus.

Vinderola és Reinheimer (2003) vizsgalatai szerint, a starter kulturat
alkotd baktériumok kevésbé hidrofob jelleglinek mutatkoztak, mint a
vizsgalt probiotikus baktériumok, esetiinkben ez nem feltétlentil volt igy

a probiotikus LA-5 (70%) és a starter L.bulgaricus (73%) esetén.
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5.3.2 Adhézios vizsgalat

Miutan a baktériumok talélélték a gyomor és bélrendszer szamukra
kedvezotlen hatésait, képesnek kell lenniiik arra, hogy megtapadjanak a
bélhamsejtek feliiletén. A probiotikus torzsek kivalasztasanal a
gazdahamsejtekhez és a nyalkahartya feliilet¢éhez vald kitapadasi
képesség igen fontos kritérium. A probiotikumokat és a starter kultara
baktériumait HT-29 és az enterocita szerii Caco-2 emberi vastagbél
karcinomabdl szarmazé sejtvonalban vizsgaltam, melyeket a FAO/WHO
iranymutatdsai javasolnak probiotikus torzsek epitelidlis sejtekhez vald
tapadasi képesség vizsgalatara (13. és 14. abra). A hosszabb ideig
torténd bélben vald jelenlét ¢és hatékonyabb gazda-mikrobidlis
kolcsonhatas elofeltétele a patogének versenyképes kizarasanak. Az
adhézios képesség, akarcsak a hidrofob képesség, szintén torzsfiiggo.
(Sharma és mtsai., 2017).

Osszességében megallapithatd, hogy BB-12 probiotikus tdrzs,
ahogyan szamitottunk ra, mindkét bélhamsejt vonalban nagyobb relativ
adhéziét mutatott, mint a starter torzsek. A BB-12 a Caco-2 sejtek
esetében szignifikdnsan nagyobb (P<0,01) tapadasi képességet mutatott
(0,31%), mint a két starter baktérium (LB. 0,08%, ST. 0,04%) (13. abra).
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13. abra A starterkultirat és a probiotikumot alkotd baktériumok adhézids
képességének vizsgalata Caco-2 bélhamsejthez

* a szignifikans kiilonbséget jelzi ** (P<0,01), **** (P<0,0001). Mindegyik adat kilenc
vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras értékét tartalmazza..
S.t.: S. thermophilus, L.b.: L. bulgaricus

A HT-29 esetében (14. abra) a LA-5 és a BB-12 szignifikansan
kedvezébb (P<0,01) kotédo képességet mutatott a HT-29 sejtvonalhoz
(0,17% ¢és 0,12%), mint a L. bulgaricus (0,02%).
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14. abra A starterkultirat és a probiotikumot alkotd baktériumok adhézids
képességének vizsgalata HT-29 bélhamsejthez

** a szignifikdns kiilonbséget jelzi (P<0,01). Mindegyik adat kilenc vizsgalati
eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras értékét tartalmazza. S.t.:S.
thermophilus, L.b.:L. bulgaricus.

Tobben korrelaciot figyeltek meg a sejt feliiletének hidrofobicitasa és az
adhézio6 kozott (Collado, 2007), mig masok nem talaltak koztiik jelentds
Osszefiiggést, melyet a kornyezeti tényezdk kiilonbozdségének
tulajdonitottak (Borecka & Melkusova, 2008, Hogfors-Ronnholm,
2010). Vizsgalataim soran nem talaltam egyértelmii kapcsolatot a
hidrofobicitas (MATS) és a HT-29 sejtkulturahoz val6 adhézié kozott. A
probiotikumok koziil a BB-12 rendelkezett a magasabb hidrofobicitas
értékekkel (12. abra), viszont a HT-29 sejtkultaraval végzett adhézios
kisérletben az LA-5-nél magasabb adhézids értékeket kaptam, mint a
BB-12 esetében (14. abra). Ezzel szemben, korrelacié figyelheté meg a
hidrofobicitas és a Caco-2 sejtkulturaval végzett adhézids vizsgalat
kozott, mivel a nagyobb hidrofobicitast mutaté BB-12 egyben nagyobb

adhézi6t is mutatott ehhez a sejtvonalhoz, mint a LA-5 (13. abra).
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Xu ¢és munkatarsai szerint (2009) a baktériumok hidrofobicitas
értéke er6sen korrelal patogén gatld képességiikkel, valamint az in vitro
adhézido és In vivo kolonizacidé mértékére is lehet a segitségével
kovetkeztetni. Ennél fogva ajanlatos vizsgélni a baktériumok sejtfalanak
hidrofobicitasat, hiszen fontos informaciot ad az in vitro interakciokrol a
gazdaszervezet epithélialis sejtjeivel kapcsolatban. A HT-29 és Caco-2
sejtvonalak haszndlata igen gyakori, azonban a mddszer még tavol all az
In vivo sejteken torténd tapadasvizsgalat tokéletes modellezésétol. Az
eredmények  ugyan  irdnymutatéak, azonban  hossza  tava
kovetkeztetéseket nem vonhatunk le, hiszen a modszer keverten
hasznalja a vastag és vékonybél fenotipusokat, valamint a karcinogén
sejtek feliilete és Osszetétele eltér a normal sejtekétdl (Vinderola és
mtsai., 2017).

Mivel a bélnyalka az els6 védelmi gat, amely lefedi a béltraktus
hamsejtjeit, a bélnyalka-adhézids képesség szintén fontos kivalasztasi
kritérium a potencialis probiotikumok szamara. A nyalka réteg komplex
glikoproteineket (mucin) és glikolipideket tartalmaz, amelyek védelmet
nyUjtanak a gazdatest szamara a kéaros antigénekkel szemben, valamint
tapanyagot és tapadasi helyet is szolgaltat. A mucinhoz vald tapadas a
bélben torténd kolonizacio eléfeltételének tekintheté (Carasi és mtsai,
2014). A bélnyalka dinamikusan valtozé kozegéhez torténd tapadas
atmeneti, mivel amely mikrobak nem érik el a hamsejteket, azok
kimosodnak a levalasztodott mucinnal egylitt, majd a széklettel egytitt
tavoznak a bélbol. A két probiotikum és a starter kultira mucinhoz

torténd tapadasi képességét a 15. abra szemlélteti.
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15.4bra A starterkulturat és a probiotikumot alkoto baktériumok mucinhoz valé adézids
képességének vizsgalata

**** a szignifikans kiilonbséget jelzi (P<0,0001). Mindegyik adat kilenc vizsgalati
eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szords értékét tartalmazza. S.t.: S.
thermophilus, L.b.: L. bulgaricus

A BB-12 szignifikansan (P <0,0001) nagyobb mértékben tapadt a
mucinhoz (1,86%), mint a LA-5 (0,08%) és a starter kulttrak (L.b.
0,57%, S.t. 0,34%) (15. abra). A torzsek egy bizonyos része tehat nem
képes megtapadni a bélfalon és kolonizacidra sem képes, azonban a
tranzitutasok hasznossaga sem kérddjelezheté meg, mivel képesek
eldsegiteni a probiotikumok adhézigjat és a visszaszoritani a rothaszto
baktériumok novekedését (Szakaly, 2004).

Altaldban véve a BB-12 nagyobb adhézios képességgel
rendelkezett a sejtekhez és a mucinhoz egyarant, mint a starter kultura
mikrobai. A starter kultira két baktériuma kozott nem volt szignifikans
kiilonbség e tekintetben. A BB-12 adottsagai a megtapadas
szempontjabol eldnydsnek mutatkoztak mind a hidrofob jelleg, mind az

adhézios tulajdonsagok szempontjabol.
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A sejtvonalakhoz valo kotddés mértékét becsld, kiilonbozo
alapokon nyugvo adhézios tesztek eredményei kozott néha igen jelentds
kiilonbségek vannak; példaul a L. rhamnosus GG vagy a L. casei Shirota
nagyon alacsony kotoképességet mutattak a Caco-2 sejtekhez milanyag
felilleteken, chhez képest a normalis bélfunkciot modellez6
rendszerekben mintegy 50%-o0s adhéziot tapasztaltak (Cencic &
Langerholc, 2010). Az alkalmazott sejtvonalak az érett enterocitak
morfologiai és funkcionalis tulajdonsagaival rendelkeznek és a legtobb
receptort, enzimet, transzporter fehérjét expresszaljak, azonban mégsem
képesek tokéletesen modellezni a human emésztdrendszert. Ugyanis
ezeknél a vizsgalatoknal sok olyan tényezd nincs jelen, amely az
adhéziot szintén befolyasolja, mint példaul a béltartalom perisztaltikus
aramlésa, vagy az eredetileg a bélben jelen 1évé mikrobapopulacid
(Jensen és mtsai., 2011). Fentiekbdl kovetkezik, hogy a tényleges
adhézios képességrol pontosabb képet kapunk, amennyiben az in vivo
vizsgalatok  eredményeit is  figyelembe vesszik.  Altalanos,
nemzetkozileg elfogadott protokoll nincsen ezekre a vizsgalatokra, ezért
az adatok Osszehasonlitasanal figyelembe kell venni, hogy szinte ahany

kutatocsoport, annyi féle protokoll altal elvégzett vizsgélat van.

5.3.3 Immunvalasz vizsgalat

A baktériumok bélfelszinen torténd megtapadasa és kolonizacios
képessége a probiotikus hatds kifejtésének fontos eldfeltételei. A
megtelepedett fajok kolcsonhatasba 1épnek a bél nyalkahartyajaval és a
GALT-al, amely megteremti annak a lehetéséget, hogy immunvalasz
modosité hatast fejtsenek ki. Az ideiglenesen, atmenetileg kotédo

mikrobapopuléci6 is képes ilyen hatast kifejteni. Vizsgalatom soran a
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probiotikus baktériumok és a starter kultura egyes mikrobainak IL-8
szintre gyakorolt hatasat elemeztem. A bél nyalkahartyaja alkotja az
immunrendszer szoveteinek jelentds hanyadat, becslések szerint az
immunsejtek mintegy 70%-a itt van jelen (Russo és mtsai., 2014). A
bélhamsejtek képviselik az elsé érintkezési pontot a citokin termelést
indukald baktériumokkal, ennél fogva a probiotikus baktériumok
immunmodulald képessége a probiotikus torzsek értékelésének egyik
fontos kritériuma. Mikor patogén mikrobédk telepednek meg a bélben,
gyulladést eldsegitd anyagok keriilnek kivalasztasra. Az IL-8 egy
nagyon hatékony gyulladast elésegité mediator. Ennek a citokinnak a
magas szintjét Osszefiiggésbe hoztak olyan gyulladasos betegségek
kialakulasaval, mint példaul a rheumatoid arthritis vagy a fekélyes
vastagbélgyulladas. Mivel az IL-8 a gyulladas el6jelének szamitod
gyulladaskelté mediator (gyulladast elsegitd citokin), ezért a szekréciot
fokoz6 baktériumokat gyulladaskeltonek vélik, mig a szekréciot
meggatlold baktériumoknak gyulladasgatlo hatast tulajdonitanak. A
gyulladdsos folyamat modellezése érdekében az IL-8 termelést TNFa-
val valtottam ki HT-29 sejttenyészetekben, amely alkalmas a gyulladt
bélszakasz modellezésére. A gyulladasos bélbetegségek kialakuldsa
soran a bélepithelium oxidativ stressz hatdsara karosodik. Ilyenkor
oxigén ¢és nitrogén tartalmu reaktiv szabad gyokok képzddnek (RONS)
melyek oxidaljak az epithelialis sejtmembranok lipid rétegét. A RONS
termel6dése automatikusan fokozza az olyan gyulladaskelt6 citokinek
kivalasztasat, mint példaul a TNF-a. A hosszantarto akut gyulladasos
immunvalasz sejtkdrosodéashoz, az epitelialis gat diszfunkciojahoz (a bél
ateresztOképességének  megnovekedéséhez)  és  patofizioldgias

elvaltozasokhoz vezethet (Candela és mtsai., 2008).
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A vizsgalat soran a teszt kimutatta, hogy mind a BB-12 (-19%),
mind az LA-5 (-32%) probiotikus torzsek szignifikansan (P<0,05)
csokkentették az IL-8 szekrécigjat (16. abra). A S. thermophilus jelenléte
nem csokkentette szignifikdnsan az I1L-8 szintjét a kontrollhoz képest. A
L. bulgaricus kisebb mértékben csékkentette az 1L-8 kivalasztasat, mint
a probiotikus torzsek (-11%), azonban IL-8-csokkentd hatasa
szignifikans volt.

A BB-12 torzs altalam megfigyelt immunmodulalé hatasardl mar
masok is beszamoltak (Jungersen, 2014). Azonban nemcsak a
probiotikus t6érzsek, hanem az egyik starterkultira baktérium (L.
bulgaricus) is szignifikans mértékben csokkentette a gyulladaskeltd
citokin termelést, mig a S. thermophilus esetében a hatas nem érte el a
szignifikans szintet.

Megfigyeléseink Osszhangban vannak tobb vizsgalat eredményével,
melyek a probiotikumok immunmodulalé hatdsara vonatkoznak. EQy
tanulmanyban kimutattak, hogy a L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, B.
bifidum probiotikum-keverék és a S. thermophilus starter kultara
egylittesen képes szabdlyozni a gazdaszervezet velesziiletett és adaptiv
immunvalaszat (Yan & Polk, 2011). Tovabba Vemuri (2018)
bizonyitotta, hogy a L. acidophilus és a B. longum térzsek szignifikansan
csokkentik a lipopoliszachariddal egyiitt inkubalt HT-29 sejtvonalak IL-
8 termelését. Li és munkatarsai (2019) megfigyelték, hogy a L.
acidophilus és a B. longum kombinacidja csokkentette az IL-8
fehérjék expressziojanak gatlasat. Ezenkiviil ugy tlinik, hogy maga az
¢lelmiszermatrix, konkrétan a joghurtkészitmény Osszetétele is hatast
gyakorolhat az immunmodulalé tulajdonsagok érvényesiilésére. Példaul

az alacsony zsirtartalma joghurt jelentdsen csokkentette a gyulladésos
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folyamatban részt vevé Caco-2 sejtek IL-8 termelését, mig a zsirmentes
joghurt nem befolyasolta az IL-8 szekréciot, vagy az IL-8 termelését
kisebb hatékonysaggal gatolta. A szerzok gy talaltak, hogy az alacsony
zsirtartalmua joghurt a bélhamsejt-réteg integritasanak megtartasa révén

enyhitette a bélgyulladast (Zhai, 2019).
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16.4bra A starterkulturat és a probiotikumot alkot6 baktériumok 1L-8 szintre gyakorolt
hatasa

* a szignifikans kiilonbséget jelzi (P<0,05). Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény
(3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoéras értékét tartalmazza. S.t.: S. thermophilus,
L.b.: L. bulgaricus

Kovetkez6 célom az volt, hogy a joghurt készitmények in vitro
gyulladascsokkentd hatdsat megfigyeljem, ezt megel6zéen azonban
sziikség volt arra, hogy az esetleges bakteridlis kdlcsonhatasokat is
feltérképezzem, mivel a termékekben a vizsgalt baktériumok egyiitt
voltak jelen. Ennek érdekében elemeztem, hogy a joghurtokban altalam
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alkalmazott baktériumok egytittes jelenléte milyen hatast gyakorol az IL-
8 szintre. A 17. abran a probiotikumok egylittes hatasa (LA-5+BB-12),
valamint a starter baktérium plusz a két probiotikum egyiittes 1L-8
szintre kifejtett hatdsa lathato. A két probiotikum egylittes hatdsa messze
elmaradt att6l, mint amikor azokat kiilon-kiilon vizsgaltam (BB-12 19%-
0s IL-8 csokkenés, LA-5 32%-0s IL-8 csokkenés). Amikor a starter
kultarat is hozzaadtam a probiotikumokhoz, akkor az IL-8
gyulladds csokkentdé hatas elmaradt. A 6 oOrds sejtvonalban torténd
koinkubacié utan nem feltétleniil véarhatdé a kevert kultara
alkalmazasakor IL-8 szintre kifejtett csokkentd hatas, igy elmondhato,
hogy szinergens hatast ebben az esetben nem tapasztalhatd. Hasonldan
nem tapasztaltak szinergikus hatdst Candela és munkatarsai (2008)
amikor L. acidophilust és B. longum Bar33 egyiittesen inkubalt és
vizsgélta az IL-8 citokin szintjére torténd hatasukat. Lammers (2002)
eredményeiben a starterben el6forduld S. thermophilus inkubalasakor
novekedett az IL-8 szintje, mig ez a ndvekedés a L. acidophilus, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus és tobb Bifidobacterium torzs jelenlétében
elmaradt. A probiotikumok bél nyalkahartyan kifejtett citokin indukcidja
torzs specifikus ¢€s dozis fliggd (Candela, 2008; Nemeth 2006).
Ranadheera és munkatarsai (2012) véleménye szerint a dozisnal
lényegesebb hatast gyakorol a citokin szintre a probiotikumok

Oszetétele.
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17. abra A probiotikumok egyiittes, valamint a starter kultiraval tortént koinkubaciojuk

utani IL-8 szintre kifejtett hatasa

Mindegyik adat kilenc vizsgalati eredmény (3 parhuzamos x 3 ismétlés) atlag + szoras
értékét tartalmazza. Starter: S. thermophilus + L. bulgaricus

A vizsgalt probiotikumok és starterkultira baktériumok legfontosabb in

vitro tulajdonsagait a 17. tablazatban foglaltam 6ssze.

17. tablazat A probiotikumok és starterkultura torzsek 6sszehasonlitasa a

vizsgalt in vitro tulajdonsagok tekintetében.

Vizsgalt

Hidrofob

g | iy | A | s | i | ot
vitro tulajdonsag (MATS)
LA-5 X X
BB-12 X X X X X
L.b. X
St

X = A nem jelolt torzs(ek)hez képes jelentGsen elényds hatés.
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5.4  In vivo vizsgalatok eredményei

A probiotikus és nem probiotikus joghurt vastagbélgyulladasra gyakorolt
hatasat DNBS (dinitrobenzol-szulfonsav) altal kivaltott colitis modellben
vizsgaltam. A DNBS hasonl6 hatést gyakorol a bélrendszerre, mint az
IBD patogenezisét kivalto koriilmények, példaul a nyalkahartya sériilés.
A DNBS intrakolondlisan torténd bejuttatasa sordn az IBD-S
betegségekre  jellemzd  tiinetegyiittesek  alakulnak  ki;  olyan
makroszkopikus (szabad szemmel l4thatd), szoveti és immunoldgiai
elvaltozasok, melyeket a modell segitségével megfelelden vizsgalni
tudtuk. Az egerek atlagos sulygyarapodasa a kontrollcsoportban (EtOH-
PBS-csoport, DNBS nélkiil) 4% koriil volt (18. abra). A DNBS kezelés
szignifikdnsan alacsonyabb (P<0,05) értéket okozott, mivel az e
csoportba tartozo allatok atlagos tomege a vizsgalat végén 2%-kal
csokkent, ez a DNBS altal kivaltott gyulladdsos folyamatokkal fiigg
O0ssze. A DNBS-sel kezelt csoportokban a probiotikus és a nem
probiotikus joghurtok etetése altal képesek voltunk csokkenteni a DNBS
altal okozott sulyvesztést, azonban az ezekkel taplalt allatok tomege még
mindig szignifikansan kisebb volt a vizsgalat végén, mint a DNBS
nélkiili kontroll csoportba tartozoké. A probiotikus torzsek kapszulak
formajaban torténd kozvetlen alkalmazasa hatékonyabb védelmet
nyujtott a DNBS altal kivaltott sulycsokkenés ellen, mint a joghurt,
mivel a kapszula formajaban adott probiotikumok keveréke, és a BB-12
vagy LA-5 probiotikummal kezelt egerek atlagos stilya nem kiilonbozott
a kolitisz nélkiili kontrolltol (EtOH-PBS).
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18. 4bra Allatok sulygyarapodasanak alakulasa

* a szignifikans kiillonbséget jelzi (P<0,05) a kolitisz kontrollhoz képest (DNBS-PBS) .
Mindegyik adat 16 egér atlag + szoras értékét tartalmazza.

EtOH-PBS: kolitisz nélkiili kontroll, DNBS-PBS: kolitisz kontroll, DNBS-S: Starter
kultara (S.thermophilus+L.bulgaricus), DNBS-HJ: Hagyomanyos joghurt, DNBS-PJ:
Probiotikus joghurt, DNBS-BB-12: BB-12, DNBS-LA-5: LA-5, DNBS-K: Kapszula:
BB-12+LA-5.

A kontroll makroszkopikus (EtOH-PBS) pontszama szignifikansan
kiilonbozott a DNBS-sel kezelt allatokétol (19. abra). Ebben a
vizsgalatban a probiotikus torzsek mindkét formaban, azaz joghurtban és
kapszulaban is hatékonynak bizonyultak a DNBS karos hatasanak
enyhitésében. A joghurt a benne 1évé torzsekkel egyiitt ugyanazt a hatast
gyakorolta a pontszamokra, mint a probiotikumok Onmagukban,
¢lelmiszer-matrix nélkiil. A kontroll és a probiotikus torzseket tartamazo
készitmények és kapszulak kozott nem volt szignifikans kiilonbség a

pontszamban (19. abra).
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Makroszkopikus érték

19. abra Makroszkdpikus értékek alakulasa

* a szignifikans killonbséget jelzi (P<0,05) a kolitisz kontrollhoz képest (DNBS-PBS) .
Mindegyik adat 16 egér atlag + szoras értékét tartalmazza.

EtOH-PBS: kolitisz nélkiili kontroll, DNBS-PBS: kolitisz kontroll, DNBS-S: Starter
kultara (S.thermophilus+L.bulgaricus), DNBS-HJ: Hagyomanyos joghurt, DNBS-PJ:
Probiotikus joghurt, DNBS-BB-12: BB-12, DNBS-LA-5: LA-5, DNBS-K: Kapszula:
BB-12+LA-5.

A polimorfonuklearis (vagy karéjos magva) neutrofilek altali
beszivargas mértékét a szoveti MPO-aktivitassal mértiik (20. abra). Az
MPO-értékek magasabbak voltak a DNBS-PBS csoportban (4,2 MPO
U/mg szovet), mint az EtOH-PBS kontrollcsoportban (1,87 MPO U/mg
szovet), mivel a DNBS gyulladast valtott ki. A LA-5 torzs (1,5 MPO
U/mg szovet), valamint a két probiotikum egyiittesen (DNBS-K) meg

tudta akadalyozni a DNBS miatti granulocita infiltracio novekedést, mig
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a BB-12 o6nmagaban, valamint a joghurtok etetése nem okozott
szignifikans csokkenést az MPO aktivitasban a DNBS-PBS Kkolitisz

csoporthoz viszonyitva.

MPO U/mg
*
—]%*

- *

20. abra Mieloperoxidaz enzim aktivitasanak alakulasa

* a szignifikans kiillonbséget jelzi (P<0,05) a kolitisz kontrollhoz képest (DNBS-PBS) .
Mindegyik adat 16 egér atlag + szoras értékét tartalmazza.

EtOH-PBS: kolitisz nélkiili kontroll, DNBS-PBS: kolitisz kontroll, DNBS-S: Starter
kultara (S.thermophilus+L.bulgaricus), DNBS-HJ: Hagyomanyos joghurt, DNBS-PJ:
Probiotikus joghurt, DNBS-BB-12: BB-12, DNBS-LA-5: LA-5, DNBS-K: Kapszula:
BB-12+LA-5.

A Dbélnyalkahartya barrier funkcidjanak romlasat FITC-dextran
bejutasanak mértékével értékeltiik ki DNBS-sel kezelt egerekben. Amint
a 21. abran lathato, a DNBS-sel kezelt egerek bélnyalkahartyaja
nagyobb permeabilitast mutatott, mint a kontroll egereké (P<0,05), ami
igazolja, hogy a barrier funkci® a permeabilitds szempontjabol
megvaltozott. A BB-12 ¢és a LA-5 kozvetlen beaddsa, valamint a

joghurtok fogyasztasa révén elkeriilhet6 volt, hogy a DNBS szignifikans
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permeabilitis novekedést okozzon, mivel ezeknek a csoportoknak a
FITC értékei nem kiilonboztek a kolitisz nélkiili kontrolltol (EtOH-

PBS).
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21. abra in vivo bél permeabilitas vizsgalat

* a szignifikans kiillonbséget jelzi (P<0,05) a kolitisz kontrollhoz képest (DNBS-PBS) .
Mindegyik adat 16 egér atlag + szoras értékét tartalmazza.

EtOH-PBS: kolitisz nélkiili kontroll, DNBS-PBS: kolitisz kontroll, DNBS-S: Starter
kultara (S.thermophilus+L.bulgaricus), DNBS-HJ: Hagyomanyos joghurt, DNBS-PJ:
Probiotikus joghurt, DNBS-BB-12: BB-12, DNBS-LA-5: LA-5, DNBS-K: Kapszula:
BB-12+LA-5.

A bél nyalkahartya barrier funkcidjanak romlasa egyiitt jar a bélfal
vizeny6 és a permeabilitasi markerek fokozott kifejezédésével. A tight-
junction zardkapcesolatok romléasa baktérium-traszlokaciot
eredményezhet. A joghurt szajon at térténd bevitele immunmodulalo
hatast eredményezhet IBD-s betegekben (Shadnoush, 2013), eldsegitheti
a neutrofilek, bazofilok és T-limfocitdk iranyitott vandorlasat. Sajat
vizsgalatom alapjan, mikor a BB-12 ¢és LA-5 torzseket tartalmazo
joghurt probiotikus tulajdonsagait egér DNBS-indukalt kolitisz-

modellben teszteltem, levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a BB-12 ¢és az
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LA-5 onmagéban vagy kapszulakban, kombinacioban szignifikdnsan
javitotta a kronikus vastagbél-gyulladas néhany tiinetét, mint a
sulycsokkenés, a makroszkopikus elvaltozasok, az MPO aktivitas és a
bélrendszer integritisinak megbomlasa a vastagbélben. Ez a hatas
azonban korlatozott volt, amikor a BB-12 és az LA-5 torzseket
joghurtkészitményekben adagoltam (18. tablazat).

A joghurtkészitmények tartalmaztdk a starter kulturdkat is,
beleértve a S. thermophilus torzset is, amelyet altalaban nem tekintenek
probiotikus baktériumnak. Noha a S. thermophilus probiotikus
tulajdonsdgai  gyakran Osszefliiggenek a korokozok kompetitiv
kizarasaval, azt talaltak, hogy egyes torzsek, példaul a S. thermophilus
ST28, a DSS altal kivaltott kolitiszes egerekben a bélgyulladast legalabb
részben enyhitik a gyulladasos Thl7cellak elnyomasaval (Ogita, 2011).
Itt az altalunk alkalmazott S. thermophilus térzs nem volt képes gatolni
az IL-8 szint novekedését a HT-29 sejtekben.

A joghurtban talalhatd tapanyagkomponensek és a mikrobak
egymassal komplex kolcsonhatést alakithatnak ki. Ezek az interakciok
modosithatjak a probiotikum jotékony tulajdonsagait. Példaul a L. casei
01 torzs, amely gyulladasgatlo tulajdonsagokkal rendelkezik, nem tudta
megakadadlyozni a dextran-natrium-szulfat altal kivaltott kolitiszt,
amikor sajt volt a vivéanyag (Cordeiro, 2019). Ezért a probiotikumok
tovabbitasara alkalmas élelmiszer-matrixok megvalasztasa alapvetd
fontossdgu tényezd, amelyet figyelembe kell venni a funkciondlis
probiotikus  élelmiszerek  kidolgozasakor. Mindamellett, a S.
thermophilus probiotikus statusza tovabbra is megkérddjelezhetd, mivel
a legtobb esetben a S. thermophilus-t egy masik tejsavbaktérium-torzzsel
(L. bulgaricus) legtobbszor joghurtban adjak be (Uriot, 2017).
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A Lactobacillus ¢és Bifidobacterium nemzetségébe tartozo
probiotikumok  sikeres felhasznalasa az  ¢lelmiszerekben  és
gyogyszerekben a jol bevalt egészségfenntartd hatasaikon, ¢és
technologiai robusztussagukon alapul. Megallapitottam, hogy a BB-12-
nek és az LA-5-nek szamos megfeleléen igazolhato in vitro tulajdonsaga
van, példaul kivalé gyomorsav-tolerancia, jo bélrendszeri talélési
képesség, adhéziés képesség az emberi bélsejtvonalakhoz és a
mucinhoz, valamint immunmodulalé hatds. Ezenkiviil a BB-12 és az
LA-5 onmagdban vagy kapszuldkban, kombinacidoban szignifikdnsan
javitotta a kronikus vastagbélgyulladas néhany tiinetét in vivo (18.
tablazat). Ez a hatds azonban korlatozott volt, amikor a BB-12 és az LA-
5 torzseket joghurtkészitményekben adtak be a starter tenyészettel.
Kovetkezésképpen az  indité  kultira  befolyasolhatja  az
¢lelmiszermatrixba  beépitett  probiotikumok  jotékony  hatésat.
Vizsgalatom ramutat arra, hogy a joghurt starter kultarat megfeleld
moédon  kell Kivalasztani annak érdekében, hogy fenntartsuk a
probiotikus baktériumok hatékony egészségmegdrzd képességét. A
kivalasztds soran nemcsak a technoldgiai paramétereket (példaul a
baktériumok életben maradéasat) kell figyelembe venni, hanem a

probiotikus baktériumok jotékony hatdsainak fenntartdsat is.
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18. tablazat A joghurtok, a kapszula, a probiotikus torzsek és a starterkultura
vastagbélgyulladasra gyakorolt hatasdnak osszehasonlitaisa DNBS (dinitrobenzol-

szulfonsav) altal kivaltott colitis modellben

Kolitisz
Sulygyarapo- miatt Bél
Kisérleti termékek, das Bélfal . , ateresztd
. « o o . . kialakulo . .
baktériumok/Kedvezd elésegitése karosodas : képesség
. S > iy granulocita -
¢lettani hatas (kolitisz enyhitése . s csokken-
. infiltracio6 .
esetén) N . tése
csokkentése

Hagyomanyos joghurt (L.
bulgaricus+S. X X
thermophilus)

Probiotikus joghurt (LA-

5+BB-12) X X
Kapszula (LA-5+BB-12) X X X

LA-5 X X X X
BB-12 X x X

Starterkultara (L.
bulgaricus+S.
thermophilus)
X = Jelentésen eldnyds hatas a kontrollhoz képest.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

Erdemes felillvizsgalni a savordl, mint kornyezetszennyezd
melléktermékrol alkotott elképzelésiinket és egy opcionalisan
felhasznalhat6, magas bioldgiai értékkel rendelkezd, pozitiv
¢lettani hatdssal rendelkezd alapanyagként tekinteni ra. ElOonyos
Osszetétele mellett azonban hatrany, hogy gyors mikrobioldgiai
romlésnak indul nagy viztartalma miatt. A savd hasznositdsanak
egyik lehetséges modja kiillonb6zé koncentralt termékek
eléallitasa dehidratalassal, azonban ennek megvalositasahoz
beruhazasigényes technoldgiai géppark kiépitésére van sziikség.
Az egylkk megoldds a frissen torténd felhasznaldsdnak
megkonnyitésére a fermentacids eljarassal torténd feldolgozasa
jelentené kozvetleniil a melléktermék keletkezési helyén.

Az 50% tejsavdo 50% tej alapanyagbol késziilt fermentalt
termékek fizikai, kémiai tulajdonsdgai ¢€s organoleptikus
sajatsagai eltértek a csak tej alapanyagbol késziilt termékekétol.
A savé alkalmazasa, annak kis szarazanyag-tartalma miatt,
ivojoghurt jellegli termék Ilétrejottét eredményezte (alvadék
szilardsag vizsgalat). Az inulin — 3%-0s mennyiségben
(prebiotikumként torténé alkalmazasa mellett) — kedvezden
befolyasolta a savos termékek reologiai tulajdonsagait. A savo
tartalmt termékek 4llaganak javitasara ezért alkalmas lehet a
prebiotikumként is hasznalt inulin.

A savo kiegészitéssel eldallitott alacsony zsirtartalmi pro- és
szinbiotikus joghurt készitmények probiotikus csiraszama 4 hetes
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hiitve tarolas alatt az el6irt érték felett maradt, illetve a tej
felének savoval helyettesitése probiotikus csiraszam-novekedést
eredményezett, ezért az 50% tejsavo 50% tej alapanyag alkalmas
kozeg megfeleld probiotikus csiraszam (BB-12 és LA-5)
kialakitasara és fenntartasara joghurtban.

A joghurt gyomor-bél traktuson torténé athaladas soran (az in
vitro human emésztési vizsgalatok eredményei alapjan) a savo-
matrix (50% savo-50% tej) csiraszamra gyakorolt hatasa nem tért
el a tej-matrixétol. Ebbdl kovetkezik, hogy a probiotikus
baktériumok (BB-12 és LA-5) talélését a savo alkalmazéasa nem
befolyasolta.

Az emésztési fazisok kedvezdtlen koriilményeivel szembeni
ellenallas erésen fligg az adott baktérium  torzstol,
vizsgalatomban ez meghatarozobb volt, mint az élelmiszermatrix
jelenéte vagy hianya. Az altalam hasznalt két probiotikum (LA-5
¢s BB-12) rendkiviil robusztusnak bizonyult ebbdl a
szempontbol.

Az alkalmazott starter kulturaban jelen 1évé L. bulgaricus torzs
immunvalaszt indukal6 hatasa (IL-8) tovabbi in vitro és in vivo
vizsgalatokat igényel. Az emlitett baktérium nem probiotikum,
azonban az altala kivaltott hatdst csak a probiotikusnak szamitd
baktériumok valtjak ki.

A két probiotikum egyiittesen, illetve a starterkultira a két
probiotikummal egyiittesen nem indukalt jelentds immunvalaszt
(IL-8), szemben az egyedi vizsgalatokkal. Az antagonista hatas
hatterének felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az in vivo DNBS-indukalt kolitisz allatkisérleti modellben a

probiotikus kultarak (LA-5 és BB-12) 6émagukban csokkentették
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a betegség tlineteit, azonban ez a hatas kevesebb esetben volt
kimutathat6é, amikor joghurt jellegli készitményekkel egyiitt
adagoltuk azokat. Még kérdéses, hogy ezt az eltérést az
¢lelmiszermatrixban 1évé mikro- és makronutriensek, vagy a

starterkultara egyes torzsei okoztak-e.
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Uj tudomanyos eredmények

. Az 50% savobol és 50% tejbdl késziilt, joghurt starter kultiraval (S.
thermophilus+ L. bulgaricus) alvasztott, probiotikus (LA-5 és BB-
12, 10® CFU/ml) alacsony zsirtartalmu (normél joghurthoz képest
P<0,05) ivojoghurt kiegészitése 3% inulinnal kedvezden
befolyasolta az alvadék szilardsagot. A négy hetes hiitve tarolési
periodus soran a probiotikumok csiraszama a kezdeti beallitott érték
folott maradt (10° CFU/mI), tovabba nem valtozott a termék pH-ja,
szinkoordinata értékei, valamint az illata, allomanya és ize.

. A 100% tejbdl, valamint az 50% tej és 50% savd keverékébol
késziilt, joghurt starter kultaraval (S. thermophilus+ L. bulgaricus)
alvasztott, probiotikus (LA-5 és BB-12 10° CFU/ml) joghurtoknal,
és a szinbiotikus (3% inulin) joghurtoknal, a szimuldlt human
emésztési vizsgalatok soran, a probiotikumok minden esetben a
terapias célnak megfelelé mértékben (4-5 log CFU/mI) voltak jelen
a vekonybél szakasz végén, ugyanugy, mint a liofilizalt
farmakologiai kapszula esetében. Ebbdl kovetkezik, hogy a vizsgalt
probiotikumok emésztési fazisok kedvez6tlen koriilményeivel
szembeni ellenallasa in vitro fiiggetlennek bizonyult az
¢lelmiszermatrix 0Osszetételétdl, valamint annak jelenététdl vagy
hianyatol.

. Az in vitro immunvalasz (IL-8) vizsgalat soran a starter kultara L.
bulgaricus torzse gyulladascsokkenté hatast fejtett ki, mivel
csokkentette az IL-8 szekréciojat TNF-o-val stimuldlt HT-29

sejtvonalban.
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4. A 100% tejbdl késziilt, joghurt starter kultaraval (S. thermophilus és
L. bulgaricus) alvasztott hagyomanyos joghurt; a probiotikus (LA-5
és BB-12 10° CFU/mI) joghurt; valamint a LA-5 és BB-12
probiotikus kultirak 6nmagukban, egyarant enyhitették a DNBS-sel
kivaltott  kolitisz egyes tiineteit egerekben. Gatoltdk a
makroszkopikus elvaltozasok kialakulasat a bélfalban, valamint
hasznalatukkal elkeriilhetd volt a bél ateresztoképességének jelentds

megnodvekedése.
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8. Osszefoglalas

A fermentacio az egyik legrégebbi tartositasi eljaras; mar az
Oszovetségben is emlitést tesznek rola, mivel Abraham hossza életét a
rendszeres joghurt fogyasztassal hoztak Osszefiiggésbe, anélkiil, hogy
ismerték volna a jelenség tudoméanyos hatterét. Napjainkra szamos
kutatasi eredmény bizonyitja a rendszeresen, megfeleld mennyiségben
fogyasztott probiotikum egészségre gyakorolt kedvezd hatasat.
Manapsag a probiotikus élelmiszerek valasztéka széleskori (pl.
probiotikus fermentalt tejtermékek, italok, gabonapelyhek, hustermékek)
valamint taplalékkiegészitd6 kapszulak formajaban is elterjedt a
hasznalatuk. Amikor a bélrendszer mikrobiomjanak az Osszetétele
kedvezodtlenné valik, diszbidzis alakulhat ki, amely elénytelen a
gazdaszervezet egészségére nézve. Az egyik legmegfelelobb modja az
»elfeledett szerv” bakteridlis ujboli  kolonizdlasara a jotékony
bifidobaktériumok  és  laktobacilluszok  alkalmazédsa.  Szamos
baktériumrol bizonyitottak, hogy probiotikus hatasokkal rendelkezik,
koziilik a Lactobacillus ¢és Bifidobacterium nemzetségb6l szarmazo
torzseket alkalmazzak a leggyakrabban a tejtermékekben és a nem tej
alapu élelmiszerekben egyarant.

A tejtermékek, és koztiik a joghurt, alkalmasak olyan nagy
hozzaadott értékkel rendelkezd funkcionalis élelmiszerek eloallitasara,
melyek a probiotikumokat — természetes vivéanyagként — az emberi
bélrendszerbe juttatjdk. A  funkcionalis ¢élelmiszerek egyfajta
hatarvonalat képeznek az ¢lelmiszerek és a gyogyszerek kozott, ennél
fogva napjainkban egyre inkabb a figyelem kozéppontjaba keriilnek
egészségmeglrzeést elosegitd képességiik miatt. Bolcs alternativa a

kiegyensulyozott étrendbe beilleszteni ezeknek az egészségvédo
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komponenseknek a fogyasztasat is. A tej és a fermentalt tejtermékek
gazdag forrasai olyan agenseknek, melyek képesek kedvezd hatast
gyakorolni az emésztérendszer miikodésére, a mikrobiomra ¢és az
immunrendszerre. Ez a kedvez6 hatas vagy kozvetlen probiotikus hatas
(kolcsonhatas a mikrofloraval), vagy kozvetett biogén hatds (mikrobialis
metabolitok termelése) révén valosul meg. Napjainkban a fogyasztok
érdeklédése novekszik az egészség védelmét tamogatd, a primer
prevenciot eldsegitd élelmiszerek irdnt. A kozegészségiligy stratégiai
céljai kozé tartozik a kiegyensulyozott étrend élethossziglan vald
fenntartasa, mivel ezzel szamos betegség ¢s betegséget megel6z6/kivaltd
allapot elkeriilhetd. Ide tartoznak az ugynevezett ,,nyugati betegségek”
kialakulasaval szorosan Osszefiiggd allapotok, és megbetegedések, mint
példaul az irritabilis bélszindroma (IBD), Crohn-betegség (CD), rék,
koros elhizas, 1-es és 2-es tipusu cukorbetegség, policisztds ovarium
szindroma (PCOS), bakteridlis vaginozis (BV) és asztma.

A tejtermékek gyartdsa soran keletkezd tejsavd szamos az
egészségre nézve elonyds  funkcioval rendelkezik, kedvezd
energiaforrds, magas esszencialis aminosav ¢és oldhato vitamintartalom,
azonban hatranya, hogy viszonylag gyorsan romlasnak indul. A savo
hasznositasanak egyik lehetséges modja frissen torténd felhasznalasa,
fermentacios eljarassal torténd feldolgozasa, kozvetleniil a melléktermék
keletkezési helyén.

A doktori disszertaci6 témaja olyan pro- ¢és szinbiotikus
ivojoghurt jellegli tejtermék kifejlesztésének megalapozasa volt,
amelyben a tej egy részét savoval helyettesitettem. Megvizsgaltam, hogy
a készitményekben felhasznalt LA-5 és BB-12 probiotikumok, az inulin
prebiotikum, valamint a savo alkalmazasa milyen mértékben valtoztatja
meg a készitmények tulajdonsdgait a hagyomanyos joghurthoz
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viszonyitva. A termékgyartas jovobeni megalapozasa érdekében a
készitményeket egy négy hetes hiitve tarolasi periddus alatt is
vizsgaltam, melynek soran meghataroztam, hogy az idé fiiggvényében és
egymashoz viszonyitva hogyan valtozik azok hasznos baktérium
tartalma, savassaga, alvadék szilardsiga, CIELAB szinkoordinatai,
valamint human érzékszervi jellemzoi.

Ezt kovetéen in vitro Infogest human emésztési modellben
megvizsgaltam, hogy a probiotikus baktériumok eljutnak-e kelléen nagy
csiraszamban haszosulasi helyiikre, a vastagbélbe, illetve savo
kiegészités esetén is megvalosul-e a hatékony csiraszam fennmaradasa.
Az ¢élelmiszer-matrix hatds értelmezése miatt, a joghurt jellegli
készitmények mellett, a probiotikumokat tartalmazé kapszulakat is
megvizsgaltam ebbdl a szempontbol.

A probiotikus hatas egyik napjainkban elismert aspektusa az
immunmodulaciés hatas kifejtése, melynek -eldfeltétele azonban a
probiotikus baktériumok megtapadéasa €s kolonizacidja a vastagbélben.
Ezért a kovetkezd 1épésben ebbdl a szempontbol vizsgaltam meg az
altalam alkalmazott joghurt starter kultarat és probiotikus kulturakat.
Meghataroztam a készitményekben talalhatdé mikrobak in vitro
hidrofobicitast, bélhamsejtekhez torténd tapadasi hajlandésagat (HT-29,
8). Ezt kovetben in vivo allatkisérletben DNBS indukalt kolitisz egér
modellt alkalmaztam a vizsgalt mikrobak ¢és a velik eldallitott tejes
készitmények vastagbélgyulladasra gyakorolt hatdsanak megfigyelésére.
Ennek értelmében az alabbi vizsgalatokat végeztem el: sulygyarapodas,
makroszkopikus elvaltozasok értékelése, mieloperoxidaz aktivitas
(MPO), és bél permeabilitas vizsgalat (FITC).
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A tarolhatosagi vizsgalat sordn megallapitottam, hogy a
probiotikus toérzsek (LA-5 és BB-12) csiraszama a négy hetes hiitve
tarolasi periodus alatt egyik készitmény esetében sem csokkent 10°
CFU/ml ala. A savés termékek probiotikus csiraszama szignifikdnsan
nagyobb volt, mint a tejes termékeké (P<0,05). A probiotikus savos és a
szinbiotikus savos készitmények is szignifikdnsan kiilonboztek
egymastol (P<0,05), a probiotikus joghurtok csiraszama magasabb volt.
A 100%-ban tejet tartalmazd probiotikus és a 3%-ban inulin
hozzéadasaval 1étrehozott szinbiotikus készitmények csiraszdma nem
kiilonbozott szignifikansan egymastol (P>0,05), tehat a tejes és a savos
termékek esetben sem tapasztaltam, hogy az inulin pozitiv hatast
gyakorolt volna a csiraszamra a négy hetes hiitve tarolas soran.

A készitmények pH-ja a tdrolds idOtartama alatt nem valtozott
meg szignifikans mértékben (P>0,05). A tejes joghurtok esetében, a
starter kultarat tartalmazé hagyomanyos joghurt pH-értéke Kis
mértékben, de szignifikansan nagyobb volt, mint a probiotikus és
szinbiotikus joghurtoké (P<0,05) ennek oka, feltehet6leg, a probiotikus
tozsek jelenlétéhez kothetd savanyitd hatas. Az inulin prebiotikumnak
nem volt hatdsa a pH-értékre. A hiitve tarolas sordn a savot tartalmazo és
a tejes termékek esetében sem figyeltem meg szignifikans valtozést a
szinkoordinatakban az id6 fiiggvényében. Azonban, a készitményeket
Osszehasonlitva, az inulinnal kiegészitett savds szinbiotikus termék
vildgossaga (az L* szinkoordinata) szignifikansan kiilonbozott a
tobbiétdl, a termék kis mértékben sotétebb volt.

A savos termékek fehérjetartalma szignifikansan (P<0,05)
alacsonabb volt, mint a tejes termékeké, valamint alacsonyabb (P<0,05)
zsirtartalommal is rendelkeztek. Az alvadékszilardsag valtozatlan maradt

a hiitve tarolas soran (P>0,05). A tej alapti joghurtnal az inulin
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hozaadéasa eldnytelen volt a kialakult gél szilardsdga szempontjabol,
azonban a savos termékek esetében az inulin kedvezd hatast gyakorolt az
alvadék-szilardsagra (P<0,05).

Az érzékszervi vizsgalat eredményei alapjan megallapitottam,
hogy a tarolas hatasara nem valtozott meg a 100%-ban tejalapt
készitmények szine, illata, ize és alloménya, és a savot is tartalmazo
készitményeknél — a szin kivételével — szintén nem volt eltérés a vizsgalt
érzékszervi tulajdonsagokban. Az értékeldk a probiotikus termékeket tal
savanykasnak talaltak, ezért a probiotikumokat is tartalmazd savos
termékek esetében a natir joghurt helyett célszerlibb lenne a jovOben
izesitett joghurtokat eléallitani.

Az in vitro human emésztési modell vizsgalat soran — matrixtol
fiiggetleniil (joghurt, vagy kapszula) — a probiotikumok a terapias célnak
megfeleld mértékben (4-5 log CFU/mI) voltak jelen a vékonybél szakasz
végén. A két probiotikum (LA-5 és BB-12) a gyomor szakaszban,
egyarant rendkiviil jo, kozel 90%-os tilélési aranyt mutatott, fliggetlenil
attol, hogy kapszuldkban vagy joghurt jellegii készitményekben tortént a
vizsgélatuk. Az inulin védd hatdsat nem tapasztaltam a gyomor traktus
vizsgalata soran.

A vékonybél szakaszban tovabbra is érvényesiilt az a tendencia,
hogy a két probiotikum ellenallobbnak bizonyult az emésztéenzimekkel
szemben, mint a starterkultira torzsei. A LA-5 és BB-12 tulélési aranya
kozel azonos volt a savot is tartalmazo kozegben, mint a csak tejet
tartalmazoban. A BB-12 stabilabb volt a tejes kozegben és a
kapszulaban a gyomor ¢és a vastagbél szakasz soran, mint az LA-5. Az
inulin védod hatdsa a vékonybél szakasz soran sem volt tapasztalhatd. Az
emésztési fazisok kedvezdtlen koriilményeivel szembeni -ellenéllas

er6sen fiigg az adott baktérium torzst6l, vizsgalatomban ez
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meghatarozobb volt, mint az ¢lelmiszermatrix jelenéte vagy hianya,
robusztus probiotikumok esetében az adott baktérium valamennyi
matrixban kedvezden viselkedik. A BB-12 mennyisége a vastagbél
szakaszban novekedésnek indult.

A termékek patogén gatlasat tekintve, a probiotikumok
onmagukban ¢és a savos joghurt jellegh készitmények egyarant képesek
voltak gatolni, 80% feletti mértékben, 24 6rds inkubalas soran a C.
perfringens novekedését, ezzel szemben egyik készitmény sem volt
hatékony az E. coli szaporodasanak gatlasaban.

A hidrofobicitas vizsgdlat soran megallapitottam, hogy a BB-12
hidrofob jellege ¢és kedvez6 elektron akceptor tulajdonsaga a bélben valo
jo megtapadasi (jo adhézids) képességét valdsziniisiti, amely be is
igazolodott a Caco-2 sejtvonallal és a mucinnal végzett adhézids
vizsgalatoknal. A HT-29 sejtvonalhoz azonban a LA-5 szignifikansan
nagyobb mértékben (P<0,05) kotédott, mint a BB-12.

Az immunvalasz vizsgalat esetében megfigyelhetd volt, hogy a
két probiotikum (LA-5 és BB-12) és a starter kultara torzsek koziil a L.
TNF-a-val stimulalt HT-29 sejtekben. Amikor a baktériumokat
egylittesen inkubaltam, a kedvez6 immunvalasz elmaradt.

Végezetiil az in vivo allatkisérletekben, a BB-12 és az LA-5
torzsek liofilizalt kapszula formaban, valamint hagyomanyos és
probiotikus joghurtban képesek voltak enyhiteni a DNBS-sel kivaltott
vastagbélgyulladas egyes kedvezétlen hatasait egerekben. Ezek a
probiotikumok 6nmagukban vagy élelmiszermatrixban elésegitették a
sulygyarapodast, csokkentett¢k a bélfal karosodast és a granulocita

infiltraciét, valamint hasznalatukkal elkeriilhetd6 volt a bél
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ateresztOképességének jelentds megnovekedése a DNBS-sel kezelt

egerekben.
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Summary

Fermentation is one of the oldest methods for preservation, known to in
the Old Testament, Abraham’s long life was connected to his regularly
yogurt consumption without understanding the scientific basis of their
effects. Nowadays there are a number of strong evidences about the
beneficial effect on human health of using probiotics daily in an
adequate number. Probitics are known to have a long history of use,
nowadays can be formulated in different types of form such as
fermented milk products, drinks, cereals, meat products and also
pharmaceuticals tablets. When the diverse collection of microbes, the
human intestinal microbiota is disrupted it may become deleterious, to
the host health is termed dysbiosis. One of the appropriate way for the
bacterial reshape and colonization of the ,forgotten organ” is the
application of healt-positive bacteria, such as the well known
bifidobacteria and lactobacilli. Numerous bacterial species have been
suggested to have probiotic effects, but strains from the genera of
Lactobacillus and Bifidobacterium are added most commonly as
probiotics to the variety of dairy and non-dairy products.

Yogurt and all dairy products can be the most natural media/food
matrix for introduce probiotics to the human intestinal tract, thereby with
added value, like a functional food. Functional foods seems to be the
parting-line between food and medicine, they have gained much interest
in nowadays due to their ability of health-promoting capacity. Should be
a wise alternative to be consumed the health related component day by
day as a part of a balanced diet. Milk and fermented dairy products are a

rich source of beneficial compounds which have a good effect for the
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digestive, gastrointestinal function, microflora and immunoregulation
with a direct probiotic effect (interaction with the microflora) and with
an indirect biogenic effect (production of the microbial metabolites) too.
Fortunately, consumers demand for the consumption of these healty,
bio-defend functional foods are increasing nowadays due to the growing
awareness about the impact of their diet on the health (primer
prevention). Well-ballanced diet is a major focus of public health
strategy aimed at maintaining the human health throughout life, and
prevent several common disease which is closely related with the
,western disorders” such as inflammatory bowel disease (IBD), Crohn-
disease (CD), cancers, obesity, both type 1- and type 2-diabetes,
polycystic ovarian syndrome (PCOS), bacterial vaginosis (BV) and

asthma.

Whey has a number of functions which are beneficial to the
health, good energy source, high content of essential amino acids and
soluble vitamins also. The increasing amount of whey produced during
dairy processes cause an increasing environmental protection problem,
however it can be solved with a favourable opportunity by conversion of
whey into value-added products.

The topic of the doctoral dissertation was to establish a pro- and
synbiotic drinking yoghurt-type dairy product in which part of the milk
is replaced by whey. I investigated the extent to which the use of LA-5
and BB-12 probiotics, inulin prebiotics, and whey used in the
formulations changed the properties of the formulations compared to
conventional yogurt. In order to establish the future of yogurt
production, | also tested the formulations during a four-week refrigerated
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storage period, during | determined how their acidity, curd strength,
CIELAB color coordinates, and human organoleptic characteristics
change over time and relative to each other. Subsequently, in an in vitro
Infogest human digestion model, 1 examined whether the probiotic
bacteria reach their utilization site in a sufficiently large number of
germs, in the colon, and whether the effective bacterial count is
maintained in the case of whey supplementation. Due to the
interpretation of the food matrix effect, in addition to yogurt-like
preparations, | also examined capsules containing probiotics from this
point of view. One of the recognized aspects of the probiotic effect is the
action of the immunomodulatory impact which, presupposes the
adhesion and colonization of probiotic bacteria in the colon. Therefore,
in the next step, | examined the yogurt starter culture and probiotic
culture 1 used from this perspective. | determined the in vitro
hydrophobicity, the tendency of the microbes in the preparations to
adhere to intestinal epithelial cells (HT-29, Caco-2), the adhesion of
mucin, and its effect on the immune response (IL-8). Subsequently, in an
in vivo animal experiment, | used a DNBS-induced mouse model of
colitis to observe the effect of the studied microbes and the milk
products prepared with them on colitis. Accordingly, | performed the
following studies: weight gain, evaluation of macroscopic scores,
myeloperoxidase activity (MPO), and intestinal permeability assay
(FITC).

During the shelf life study, | found that the bacterial counts of the
probiotic strains (LA-5 and BB-12) did not decrease below 10® CFU / ml
for either formulation during the four-week refrigerated storage period.
The probiotic bacterial count of whey products was significantly higher
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than the dairy products (P <0.05), and the probiotic whey and synbiotic
whey preparations also differed significantly (P <0.05), the germ count
of probiotic yoghurts was higher. The bacterial counts of the probiotic
preparations containing 100% milk and the synbiotic preparations
containing 3% inulin did not differ significantly (P>0.05), so I did not
find that inulin had a positive effect in the case of milk and whey
products either the number of germs during four weeks of refrigerated
storage. The pH of the formulations did not change significantly during
storage (P>0.05). In the case of milk yoghurts, the pH of conventional
yoghurt containing starter culture was slightly but significantly higher
than the probiotic and synbiotic yoghurts (P<0.05), presumably due to
the acidifying effect associated with the presence of probiotic strains.
The inulin prebiotic had no effect on pH. During refrigerated storage, |
did not observe a significant change in color coordinates as a function of
time for whey-containing and dairy products. However, when comparing
the formulations, the brightness of the whey synbiotic product
supplemented with inulin (L * color coordinate) was significantly
different from the others, the product darkened slightly. The protein
content of whey products was significantly (P<0.05) lower than the dairy
products and they also had a lower (P<0.05) fat content. Curd strength
remained unchanged during refrigerated storage (P>0.05). In the case of
milk-based yoghurt, the addition of inulin was unfavorable in terms of
the strength of the formed gel, however, in the case of whey products,
inulin had a favorable effect on the strength of the curd (P <0.05). Based
on the results of the sensory evaluation, | found that the color, aroma,
taste and texture of the 100% milk-based preparations did not change as
a result of storage, and there was no difference in the organoleptic

properties of the preparations containing whey with the exception of
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color. The evaluators found the probiotic products to be too sour, so it
would be more appropriate to produce flavored yogurts in the future

instead of natural yoghurt for whey products that also contain probiotics.

During the in vitro human digestion model study, regardless of
matrix (yogurt or capsule), probiotics were present in the appropriate
amount for the therapeutic purpose (4-5 log CFU / ml) at the end of the
small intestinal stage. The two probiotics (LA-5 and BB-12) in the
gastric stage, both showed extremely good survival rates of nearly 90%,
regardless of whether they were tested in capsules or yogurt-like
formulations. The protective effect of inulin was not observed in the
gastrointestinal tract. In the small intestine stage, there was still a
tendency for the two probiotics to be more resistant to digestive enzymes
than the strains of the starter culture. The survival rates of LA-5 and BB-
12 were nearly the same in the whey-containing medium, and BB-12
was more stable in the milky medium and the capsule. The protective
effect of inulin was not detected in the small intestine either. Resistance
to the unfavorable conditions of the digestive phases strongly depends
on the given bacterial strain, in my study it was more decisive than the
presence or absence of food matrix, in case of robust probiotics the
given bacterium behaves favorably in all matrices. The amount of BB-12
started to increase in the colon stage. In terms of pathogenic inhibition of
the products, both probiotics alone and whey yoghurt formulations were
able to inhibit C. Perfringens growth by more than 80% during 24 h
incubation, whereas none of the formulations was effective in inhibiting

E. coli growth.
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In the hydrophobicity experiment, | found that the hydrophobic
nature and favorable electron acceptor properties of BB-12 suggest a
good ability to adhere (good adhesion) in the gut, which was also
confirmed in the adhesion studies with the Caco-2 cell line and mucin.
However, LA-5 bound to the HT-29 cell line to a significantly greater
extent (P <0.05) than BB-12. In the immune response study, it was
observed that among the two probiotics (LA-5 and BB-12) and the
starter culture strains, L. bulgaricus significantly reduced IL-8 secretion
in TNF-a-stimulated HT-29 cells. When the bacteria were incubated

together, the favorable immune response was missed.

Finally, in the in vivo experiments, strains BB-12 and LA-5 in
lyophilized capsule form as well as probiotic yogurt form were able to
alleviate some of the adverse effects of DNBS-induced colitis in mice.
These probiotics alone or in food matrix inhibited the development of
macroscopic lesions and their use avoided a significant increase in

intestinal permeability in DNBS-treated mice.
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Egyetemen, ahol 0j funkcionadlis, egészségvédd joghurtok gyartasanak
megalapozasat és technologiai valamint fogyasztdoi megfeleldségét
vizsgalta. Ezt kovetéen 2016-t61 a NAIK-EKI Elelmiszer-tudomanyi
Intézet tudomanyos segédmunkatirsa volt, ahol funkcionalis és
egészségvédd élelmiszerek in vitro human emésztés modellben torténd
vizsgalatait végezte. 2017-t61 Franciaorszagban az INRAE Institute-nél
helyezkedett el, ahol francia allamkozi 6sztondijas doktoranduszként a
joghurtok  gyartdsdnal alkalmazott baktériumkultrakat human
sejtmodellekben és ragcsalod allatmodellben vizsgalta. Jelenleg a MOL
csoport tagjaként miikodé OT-Industries Kivitelezd Zrt.-nél dolgozik,
mint mindségiigyt mérndk. Feladata az akkreditalt Anyagvizsgalo
Laboratorium mindségiigyi rendszerének miikodtetésének és a Zrt szintii
tanUsitott mindség-, kornyezet- és munkahelyi egészségvédelmi és

biztonsagiranyitasi rendszerek koordinalasa.

A disszertacid elkészitése soran az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00005

projekt anyagi tdmogatasban részesiiltem.
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