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JUSTYNA KOZIOL, KATARZYNA SKRZYPCZAK, WALDEMAR GUSTAW,
ADAM WASKO

WPLYW PREPARATOW BIALEK MLEKA NA WZROST BAKTERII
Z. RODZAJU BIFIDOBACTERIUM

Streszczenie

Probiotyczne szczepy z rodzaju Bifidobacterium stabo namnazaja si¢ w mleku. Celem niniejszej pracy
byta modyfikacja podtoza Garchesa przez zmiang zrodia azotu na wybrane preparaty biatlek mleka oraz
sprawdzenie ich zdolnosci do stymulowania wzrostu bakterii probiotycznych i potencjalnie probiotycz-
nych z rodzaju Bifidobacterium. Najwyzsza aktywnoscia proteolityczna charakteryzowaty sig szczepy
Bi30 i KD14, nieznacznie nizsze wartosci oznaczono w przypadku pozostatych szczepoéw z rodzaju Bifi-
dobacterium. Najkorzystniejsza dla wzrostu szczepu Bb-12 pozywka z dodatkiem preparatow biatek
serwatkowych bylo podloze zawierajace izolat biatek serwatkowych (WPI) (1,2x10® jtk/ml). Na podstawie
wynikow uzyskanych po hodowli szczepu KN29 stwierdzono, ze sktadnikiem podtoza hodowlanego
zaprojektowanego przy uzyciu modelu Placketta-Burmana, w najwigkszym stopniu stymulujacym wzrost
tego szczepu, byly WPI oraz a-laktoalbumina (a-la). Najwigksze zaggszczenia komorek bakterii szczepu
Bb-12 i KN29 uzyskano podczas wzrostu na podiozach z dodatkiem kazeinaniu sodu (KNa) i kazeinianu
wapnia (KCa), a w przypadku preparatow biatek serwatkowych — WPI i a-la.

Stowa Kkluczowe: Bifidobacterium, aktywno$¢ proteolityczna, plan Placketta-Burmana, WPI,
a-laktoalbumina

Wprowadzenie

Wraz z poznaniem pozytywnego wplywu bakterii fermentacji mlekowej na zdro-
wie czltowieka podjeto proby stosowania konkretnych gatunkdéw, a nawet szczepow
bakterii do produkcji mlecznych napojow fermentowanych. Probiotyczne szczepy
z rodzaju Bifidobacterium stabo namnazaja si¢ w mleku. Przebadano wiele substancji
o wlasciwosciach prebiotycznych, ktore moglyby zosta¢ wlaczone w sktad produktow
mlecznych [9, 10]. W literaturze publikowane sa liczne informacje dotyczace stymu-
lowania wzrostu bakterii z rodzaju Bifidobacterium przez oligosacharydy [7, 11, 18,
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26, 28]. Znacznie mniej badan dotyczylo wykorzystania roznych biatek mleka jako
substancji stymulujacych wzrost bakterii probiotycznych.

Biatka mleka maja bogaty sktad aminokwasowy i zawieraja wszystkie niezbgdne
aminokwasy, ktore sa Zzrodtem azotu organicznego dla bakterii [12, 17]. Kazeinoma-
kropeptyd (CMP) wzbudzil najwigksze zainteresowanie wsrod biatek mleka ze wzgle-
du na jego wilasciwos$ci stymulujace wzrost bakterii probiotycznych. W badaniach nad
wplywem CMP na wzrost bakterii z rodzaju Bifidobacterium nie uzyskano jednak jed-
noznacznych wynikéw. Azuma i wsp. [1] zaobserwowali stymulujacy wptyw CMP
wyizolowanego z mleka kobiecego na wzrost B. infantis. Poch i Bezkorovainy [24] nie
stwierdzili podobnej zalezno$ci przy wykorzystaniu CMP z mleka krowiego. Nato-
miast Idota i wsp. [15] z powodzeniem wykorzystali CMP z mleka krowiego jako sty-
mulator wzrostu Bifidobacterium spp. Odmienne wyniki prawdopodobnie byty spowo-
dowane r6zna zawarto$cia aminocukrow w CMP pochodzacym z mleka kobiecego i
krowiego — ich udzial w CMP z mleka krowiego jest trzy razy mniejszy [22]. Udo-
wodniono rowniez wptyw kazeinianu sodu na stymulacj¢ wzrostu bakterii probiotycz-
nych. Mleczne napoje fermentowane suplementowane tym dodatkiem charakteryzowa-
ty si¢ wigksza liczba komorek B. animalis ssp. lactis niz produkty, w ktorych zrodiem
biatka bylo tylko odtluszczone mleko w proszku. Okreslono rowniez wptyw roznych
kombinacji preparatow biatkowych, z ktorych najlepszymi stymulatorami wzrostu B.
animalis ssp. lactis okazal si¢ koncentrat biatek serwatkowych (WPC), zastosowany
wraz z kazeinianem sodu oraz odtluszczonym mlekiem w proszku. Na tym podtozu
liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium wynosita 7,8 log jtk/ml w poréwnaniu z 6,9
log jtk/ml w probie kontrolnej [21].

Celem niniejszej pracy byta modyfikacja podtoza Garchesa przez zmiang zrodta
azotu na wybrane preparaty biatek mleka i okreslenie ich zdolnosci do stymulowania
wzrostu bakterii probiotycznych i potencjalnie probiotycznych z rodzaju Bifidobacte-
rium.

Material i metody badan

W badaniach zastosowano nastgpujace preparaty biatek mleka: odttuszczone mle-
ko w proszku (OMP) (OSM Krasnystaw), koncentraty biatek serwatkowych WPC 35
(Laktopol, Warszawa), WPC 65 1 WPC 80 (Milei, Leutkirch, Niemcy), izolat biatek
serwatkowych (WPI) (Milei, Leutkirch, Niemcy), serwatk¢ w proszku (SP) (OSM
Krasnystaw), serwatke w proszku demineralizowana (SPD) (Euroserum, Port-sur-
Saone, Francja), serwatke w proszku o obnizonej zawartosci laktozy (SPOL) (Foremo-
us Baraboo, WI, USA), kazeinoglikomakropeptyd (CGMP) i a - laktoalbuming (a- 1a)
(Arla Food, Dania), kazeinian sodu (KNa) i wapnia (KCa) (Polsero, Sokotéw Podla-
ski). Sktad chemiczny preparatow przedstawiono w tab. 1.
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W badaniach wykorzystano rowniez ekstrakt drozdzowy, peptobak, i chlorowo-
dorek cysteiny (BTL Polska), laktoze (PARK Scientific Ltd. Northampton, U. K), oc-
tan sodu, wodorofosforan sodu i diwodorofosforan potasu (POCH, Gliwice).

W badaniach uzyto nastgpujacych szczepdéw bakterii: Bb-12 — Bifidobacterium
animalis ssp. lactis (Chr. Hansen, Polska), ATCC1567 — Bifidobacterium infantis
(American Type Culture Collection), KN29 — Bifidobacterium longum, KD14 —
Bifidobacterium catenulatum 1 Bi30 — Bifidobacterium animalis (PAN, Olsztyn).

Tabela 1l
Sktad chemiczny preparatow biatek mleka (wg producentéw) [%].
Chemical composition of milk protein preparations (by manufacturers) [%].
Lp. Preparat Biatko Laktoza Thiszcz | Zw. miner. jako popiot Woda
No. Preparate Protein Lactose Fat Ash Water
1. OMP 32,40 51,20 0,75 - 3,35
2. PMP 26,00 38,00 26,25 - 3,15
3. WPC 35 35,50 48,50 3,70 7,70 4,50
4. WPC 65 65,00 20,00 5,00 4,00 5,00
S. WPCS80 80,00 5,00 5,00 3,00 5,00
6. WPI 90,00 1,00 1,00 2,00 5,00
7. Sp 10,10 69,20 8,50 8,10 3,90
8. SPD 12,50 79,90 1,30 2,70 3,10
9. SPOL 23,70 - - 14,80 2,81
10. CGMP 85,00 2,00 0,50 6,50 5,00
11. o-LA 88,00 10,00 2,00 5,00 5,50
12. KNa 88,20 - 1,50 - 5,80
13. KCa 88,15 - 1,50 - 5,95

Okreslenie wplhywu skiadnikow podtoza na wzrostu szczepow z rodzaju

Bifidobacterium z wykorzystaniem planu Placketta-Burmana

Wplyw wybranych preparatow biatek mleka na wzrost szczepdéw z rodzaju Bifi-
dobacterium badano, wykorzystujac plan Placketta-Burmana. Sktad kombinacji podto-
zy hodowlanych Garchesa wyznaczono za pomoca programu statystycznego Statistica
8.0 (StatSoft, Polska). Obejmowat on 12 podtozy bulionu Garchesa o zrdéznicowanym
sktadzie (tab. 2).
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Tabela 2
Sktad podtozy hodowlanych Garchesa po modyfikacjach.
Modification of the Garches media composition.
Nr podtoza Sktadniki podtoza / Compounds in medium
Medium No. A B C D E F G H I J | K
1. + - + - + - + + + - -
2. - + + + - + - - -
3. - - + + + - - + -
4. + - - + + - - - +
5. + + - - - + - + -
6. + + + - - - - + -
7. - + + + + - - - -
8. - - + + - + - + -
9. - - - + - + - + +
10. + - - - + + - _ + +
11. - + - - - + + + + - +

Objasnienia: / Explanatory notes:

A — ekstrakt drozdzowy/ yeast extract, B — peptobak, C — chlorowodorek cysteiny/ cysteine hydrochlori-
de, D — laktoza/ lactose, E — octan sodu/ sodium acetate, F — Na,HPO,, G — KH,PO,4, H — WPI, I - WPC
80, J — CGMP, K — a-la.

Szczepy Bifidobacterium przechowywano w sterylnym roztworze glicerolu
w temp. -80 °C. W celu przygotowania inoculum odwazano sktadniki bulionu Garche-
sa o0 podstawowym sktadzie [27]. Zawiesiny komorek bakteryjnych przenoszono po
100 pul do przygotowanego wczesniej bulionu Garchesa. Zaszczepione pozywki inku-
bowano w cieplarce w temp. 37 °C przez 24 h. Otrzymane inoculum stuzylo do za-
szczepiania wlasciwych podtozy hodowlanych. Hodowle wszystkich szczepdéw bakterii
z rodzaju Bifidobacterium prowadzono w proboéwkach, w 10 ml jatowego bulionu Gar-
chesa o zmodyfikowanym sktadzie. Kazde z 12 podtozy sporzadzano w dwdch powto-
rzeniach. Podtoza zaszczepiano 100 pl inoculum oraz zatykano wata. Korki nasaczano
250 pl 30-procentowego roztworu pirogalolu oraz 250 pl nasyconego roztworu kwa-
$nego weglanu sodu. Dodatkowo proboéwki zamykano gumowymi korkami w celu
zapewnienia beztlenowych warunkéw wzrostu. Hodowle prowadzono w cieplarce
w temp. 37 °C przez 72 h. Po inkubacji szczepoéw bakteryjnych na podtozach z dodat-
kiem komponentow biatkowych wykonywano szereg rozcienczen hodowli ptynnych
w celu przygotowania posiewdw ptytkowych. Inkubacjg¢ ptytek prowadzono w stojach
do hodowli beztlenowych (OXOID, Hampshire, UK) z uzyciem wktadow AnaeroGEN
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(OXOID, Hampshire, UK). Hodowle prowadzono przez 72 h w temp. 37 °C. Po za-
konczeniu hodowli bakteryjnych obliczano ogdlna liczbg bakterii [20].

Okreslenie wplhywu wybranych preparatow biatek mleka na dynamike wzrostu szczepow
z rodzaju Bifidobacterium z wykorzystaniem pomiaru gestosci optycznej hodowli
bakteryjnych (OD)

Podtoza hodowlane sterylizowano w autoklawie w temp. 121 °C przez 15 min. Po
wystudzeniu kazda z pozywek przenoszono za pomoca pipety automatycznej do dot-
kéw na mikroptytkach hodowlanych (kazda mikroptytka zawierata 100 ponumerowa-
nych dotkéw) w ilosci 350 pl do kazdego dotka. Kazdy rodzaj podtoza hodowlanego
o zmodyfikowanym sktadzie przenoszony byt do 10 dotkéw, z czego dwa pierwsze
stanowily probg kontrolng (do nich przenoszono po 400 pl podloza hodowlanego),
natomiast pozostate zaszczepiano 50 pl inoculum. Hodowle bakteryjne prowadzono
w aparacie Bioscreen C (OY Growth Curves, Finlandia) w temp. 37 °C przez 96 h.

Oznaczanie aktywnosci proteolitycznej szczepow z rodzaju Bifidobacterium

Aktywno$¢ proteolityczna oznaczano metoda OPA [4]. W celu oznaczenia tej ak-
tywnosci poszczegolne szczepy namnazano na podlozu MRS w temp. 37 °C przez
12 h. Do 10-procentowego regenerowanego mleka odthuszczonego dodawano 1% za-
wiesiny komorek bakteryjnych. Po dokladnym wymieszaniu probki inkubowano
w temp. 37 °C przez 24 h, tacznie z proba kontrolna (mleko bez dodatku bakterii). Do
2,5 ml fermentowanego mleka, doktadnie wymieszanego przy uzyciu vortexu, doda-
wano 0,5 ml wody destylowanej 1 5 ml 0,75 M TCA (kwas trichlorooctowy) (Sigma-
Aldrich, Polska), po czym mieszano do czasu koagulacji mleka. Do odwirowanego
(13000 x g przez 15 min.) i przeniesionego do kwarcowej kuwety supernatantu (50 pl)
dodawano 1 ml OPA (FLUKA, Buchs, Szwajcaria). Po wymieszaniu roztwor inkubo-
wano przez 2 min. w temp. otoczenia. Nastgpnie mierzono absorbancj¢ (A = 340 nm)
w stosunku do proby kontrolnej, przy uzyciu spektrofotometru BIO-RAD Smart
Spec™ Plus (Hercules, USA). Obliczano ilo$é uwolnionych a-aminokwasow (mM/1).
Analizg¢ wykonywano w trzech powtdrzeniach.

Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu Statistica
8.0 (StatSoft, Polska). Oceng istotnosci roznic pomigdzy wartosciami Srednimi szaco-
wano testem Tukeya na poziomie istotnosci p < 0,05.

Wyniki i dyskusja

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium potrzebuja do wzrostu wolnych aminokwasoéw
i peptydow w podlozu. Mleko jest staba pozywka dla bakterii probiotycznych, co
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prawdopodobnie wynika z niewielkiej zawarto$ci wolnych aminokwasow, jak i stabej
aktywnosci proteolitycznej bakterii, szczegdlnie z rodzaju Bifidobacterium [24, 29].
W tab. 3. przedstawiono aktywno$¢ proteolityczna badanych szczepow z rodzaju Bifi-
dobacterium. Najwyzsza aktywnoscia proteolityczna charakteryzowaly si¢ szczepy
Bi30 i KD14, nieznacznie nizsze wartosci oznaczono w przypadku pozostatych szcze-
poOw Bifidobacterium.

Tabela 3
Aktywnos$¢ proteolityczna szczepow z rodzaju Bifidobacterium [mM/1].
Proteolytic activity of strains of Bifidobacterium genus [mM/1].

Bb-12 ATCC1567 KN29 KD14 Bi30
X+s/SD X+s/SD X+s/SD X+s/SD X+s/SD
991* 1061° 907* 1524° 1693°
+ 147 +10 + 103 +201 + 80

Objasnienia: / Explanatory notes:

X + s/ SD — warto$¢ §rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation;

Roznice migdzy wartosciami $rednimi oznaczonymi réznymi literami sq statystycznie istotne (p < 0,05) /
Differences between mean values denoted by different letters are statistically significant (p < 0.05).

Donkor i wsp. [8], po przeanalizowaniu zdolnosci proteolitycznych B. lactis B94
1 B. longum BI 536 po 24 h fermentacji, stwierdzili, Ze byly one o okoto 50 % mniejsze
w porownaniu z L. delbrueckii ssp. bulgaricus. W badaniach po$wigconych okresleniu
wplywu wybranych bakterii probiotycznych na proteoliz¢ serow podczas dojrzewania
stwierdzono, ze B. lactis nie wykazat zadnej dziatalnos$ci proteolitycznej w przeciwien-
stwie do L. acidophilus [2].

W tab. 4. przedstawiono wyniki badan liczby szczepow Bifidobacterium hodowa-
nych na modyfikowanych podiozach Garchesa. Sktad podtozy wyliczono, stosujac
plan Placketta-Burmana zgodnie z wcze$niej stosowana metodyka [25, 30]. Najko-
rzystniejszym podtozem hodowlanym z dodatkiem preparatow bialek serwatkowych
do wzrostu szczepu Bb-12 okazato si¢ podtoze nr 2, zawierajace WPI (1,2x10° jtk/ml).
W przypadku szczepu ATCC1567 najlepsza kombinacja bylo réwniez podloze nr 2
zawierajace WPI (4,9x10" jtk/ml). W przypadku szczepu KB14 stwierdzono, Ze naj-
lepszymi zmodyfikowanymi podtozami hodowlanymi byty kombinacje nr 4 (3,1x10’
jtk/ml), 5 (3,1x107 jtk/ml) i 6 (3,1x107 jtk/ml). W sktad tych podtozy wchodzity na-
stgpujace preparaty bialek mleka: CGMP, WPC80 jak i a-la. Szczep KN29 namnazat
si¢ najlepiej na podtozu zmodyfikowanym nr 5 (2,4x107 jtk/ml), zawierajacym CGMP
oraz WPC80. Natomiast najlepsza pozywka dla szczepu Bi30 bylo podtoze nr 7
(6,5x10 jtk/ml), w ktorym jako komponenty biatkowe zastosowano WPC80 oraz a-la.
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Tabela 4

Liczba bakterii roznych szczepéw z rodzaju Bifidobacterium na podtozu Garches o zmodyfikowanym
sktadzie wyznaczonym wg planu Placketta-Burmana [jtk/ml].

Bacteria count of different strains of Bifidobacterium genus in Garches medium having composition modi-
fied according to Plackett-Burman design [cfu/ml].

Cul'fur;\I Irnggicgfnz iumber Bb-12 ATCC1567 KB14 Kn29 Bi30
! 3,3x107 2,8x10’ 1,1x107 1,1x107 3,0x107
2 1,2x10° 4,9x10’ 1,6x107 1,0x10’ 3,7x10°
3 8,0x10° 4,9x10° 1,0x107 6,4x10° 2.2x107
4 4,4x107 9,0x10° 3,1x107 5,6x10° 3.2x107
5 2,0x107 3,4x10’ 3,1x107 2,4x10’ 2,7%x107
6 1,9x107 1,4x10’ 3,0x107 9,0x10° 5.0x107
7 2,4x107 1,3%10 2,4x10° 7,6x10° 6,5x10
8 1,2x10’ 1,8x107 2,3x107 1.4x107 23x10
9 1,1x107 1,1x107 9,5x10° 9.4x10° 1,9x107
10 1,6x10’ 2,6x107 1,7%107 1,7x107 3,010
11 2,2x10’ 3,7x10° 1,2x10’ 1,1x107 3,1x10°
12 3,1x10" 5,0x10" 1,0x102 8,6x10" 1,5x10?

Wyniki badan przedstawione w tab. 4. poddano analizie wariancji z zastosowa-
niem programu statystycznego Statistica 8.0 (StatSoft, Polska). Poszczegolne sktadniki
wchodzace w sktad podiozy hodowlanych wplywaly w réznym stopniu na wzrost ana-
lizowanych szczepow bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Preparaty biatkowe, takie
jak: WPL 1 a-la stymulowaty wzrost badanych szczepdéw bakteryjnych. Uzyskane wy-
niki przedstawiono na rysunkach 1 — 3. Najlepszym komponentem wptywajacym na
wzrost szczepu Bb-12 byt ekstrakt drozdzowy oraz a-la (rys. 1). Wartos$ci ujemne wi-
doczne przy niektorych sktadnikach podtoza wskazywaty na zastosowanie ich w mak-
symalnej ilosci w podlozu. Wigksza ilos¢ danego sktadnika nie bedzie miata dodatko-
wego wptywu na wzrost badanego szczepu bakterii. Wodorofosforan sodu i chlorowo-
dorek cysteiny nie miaty wigkszego wplywu na namnazanie si¢ szczepu Bb-12.



90 Justyna Koziol, Katarzyna Skrzypczak, Waldemar Gustaw, Adam Wasko

Ekstrakt drozdzowy / Yeast 29.2

extract

a-La -26,2

Laktoza / Lactose 22,2

K2HPO4 19,2

WPI 17,5

Peptobak 16,2

Octan sodu /Sodium acetate 15,8

WPC80 -12,5

CGMP -9,5

Na2HPO4 -8,2

Chlorowodorek cysteiny
/Cysteine hydrochloride

0 10 20 30 40
Oszacowanie wptywu (wartos¢ bezwzgledna) / Effect estimation
(absotute value)

Rys. 1.  Wplyw komponentéw podtoza na wzrost szczepu B. animalis ssp. lactis - Bb-12.
Fig. 1.  Effect of medium components on growth of B. animalis ssp. lactis - Bb-12 strain.

Sktadnikiem podtoza hodowlanego w najwigkszym stopniu stymulujacym wzrost
szczepu KN29 byty WPI (7,4) oraz a-la (5,8) (rys. 2). Na wzrost badanego szczepu
najstabszy wptyw mialy K,HPO, (0,49) oraz octan sodu (-0,37). Najlepszym stymula-
torem wzrostu szczepu ATCC1567 byl ekstrakt drozdzowy (18,2). Udzialy laktozy
(9,6) oraz a-la (9,5) byly na podobnym poziomie. Wptyw CGMP (0,87) byl nieistotny
w stymulacji wzrostu szczepu ATCC1567.
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WPI 7.4

o-La 5,8

Ekstrakt drozdzowy / Yeast extract 4,7

Chlorowodorek cysteiny / Cysteine.. -2,9

Laktoza/Lactose 2,7

Peptobak 1,8

Na2HPO4 1,6

CGMP 0,97

WPC80 0,63

K2HPO4 0,49

Octan sodu / Sodium acetate -0,37

0 2 4 6 8
Oszacowanie wplywu (warto$¢ bezwzgledna) / Effect estimation
(absolute value)

Rys. 2.  Wplyw komponentéw podtoza na wzrost szczepu B. longum -KN29.
Fig. 2.  Effect of medium components on growth of B. longum -KN29 strain.

Substancjami, ktore najlepiej stymulowaly wzrost szczepu KD14 okazaty sig eks-
trakt drozdzowy (13,3) oraz a-la (-10,3) (rys. 3). Nieznacznie mniejszy wptyw na
wzrost wyzej wymienionego szczepu mial WPI (8,2). Jednak w poréwnaniu z pozosta-
tymi sktadnikami podloza hodowlanego jego udzial w stymulacji wzrostu KD14 moz-
na okresli¢ jako znaczny. Najmniejszy wplyw na namnazanie szczepu KD14 wywieral
dodatek WPCS80 (-1,81).

Czynnikami promujacymi wzrost szczepu BI30 byly a-la i WPL. Pozostate sktad-
niki podloza stabiej wptywaty na wzrost szczepu Bi30. Natomiast komponentami pod-
toza hodowlanego, ktore wykazaly niewielki wpltyw na stymulacje wzrostu szczepu
Bi30 byly octan sodu i laktoza (5,8).

Janer 1 wsp. [16] stwierdzili stymulowanie wzrostu B. longum, B. bifidum, B.
breve i B. infantis dodatkiem WPI i hydrolizatu pepsynowego WPI [16]. Petschow
i Talbott [23] wykazali, ze a-la z mleka krowiego stymulowata wzrost B. breve i B.
infantis. Bialko to wptywalo na poprawe namnazania Bifidobacterium spp. juz przy
stezeniu 3,5 mg/ml [14].
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Ekstrakt drozdzowy / Yeast extract I | 13,5
o-La | -10,3
WPl | 8,2
Laktoza / Lactose | 5,3
K2HPO4 4,0
Chlorowodorek cysteiny / Cysteine. ._ 3,8
Na2HPO4 | 25
Octan sodu / Sodium acetate | 1,98
CGMP 1,85
Peptobak 1,83
WPC80 -1,81
0 5 10 15
Oszacowanie wptywu (wartos¢ bezwzgledna)
Effect estimation (absolue value)
Rys. 3.  Wplyw komponentéw podtoza na wzrost szczepu B. catenulatum -KD14.
Fig. 3.  Effect of medium components on growth of B. catenulatum -KD14 strain.
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Gestos¢ optyczna/Optical density
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Rys. 4.  Wplyw biatek mleka na wzrost szczepu Bb-12 (B. animalis ssp. lactis) na podtozu Garchesa
podczas 96 h hodowli w temp. 37 °C.
Fig. 4. Effect of milk proteins on growth of B. animalis ssp. lactis Bb-12 strain on Garches medium

during 96 h incubation at a temperature of 37 °C.
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W nastepnym etapie przebadano wplyw szerokiej gamy preparatow biatkowych
na wzrost bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Na rys. 4 - 6 przedstawiono zmiany ge-
stosci optycznej (OD) podczas hodowli wybranych szczepdw Bifidobacterium na zmo-
dyfikowanym podtozu Garchesa w ciagu 96 h. Najwyzsze wartosci OD zanotowano
podczas wzrostu szczepu Bb-12, na podtozach z dodatkiem KNa i KCa, co wskazuje
na najwicksze zageszczenie komorek bakterii na tych podtozach (rys. 4). Hodowle
z dodatkiem KNa oraz KCa osiagnety najwigksza gesto$¢ optyczna pomigdzy 15. a 40.
godzing inkubacji. Po 40 h hodowli warto$¢ OD utrzymywata si¢ na podobnym po-
ziomie do konca trwania inkubacji. Otrzymane wyniki potwierdzaja obserwacje innych
naukowcow, ktérzy wykazali lepszy wzrost B. animalis ssp. lactis w fermentowanych
produktach otrzymywanych z dodatkiem kazeinianu sodu w porownaniu z produktami,
w ktorych zrodtem biatka bylo tylko odttuszczone mleko w proszku [21]. Wzbogacenie
mleka hydrolizatami kazeiny wptywato na polepszenie wlasciwosci fermentacyjnych
Bifidobacterium spp. [29].
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Rys. 5. Wplyw bialek mleka na wzrost szczepu B. longum - KN29 na podtozu Garchesa podczas 96 h
hodowli w temp. 37 °C.

Fig. 5. Effect of milk proteins on growth of B. longum - KN29 strain on Garches medium during 96 h
incubation at a temperature of 37 °C.

Nizszy, jednak roOwniez znaczny, wptyw na wzrost Bb-12 miat dodatek a-la oraz
WPI. Uzyskane w tym doswiadczeniu wyniki potwierdzaja, ze WPI i1 a-la stymuluja
wzrost tego szczepu, co stwierdzono w badaniach z wykorzystaniem planu Placketta-
Burmana. Szczep Bb-12 charakteryzowat si¢ najstabszym wzrostem na pozywce Gar-
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chesa o podstawowym sktadzie, ktdorej gestos¢ optyczna utrzymywata si¢ na podobnym
poziomie przez caly okres hodowli (rys. 4).

Podobnie, jak w przypadku hodowli szczepu Bb-12, réwniez szczep KN29 cha-
rakteryzowal si¢ najwigkszym zaggszczeniem komorek bakteryjnych w hodowlach na
podtozach z dodatkiem WPI, KNa, KCa i a-la (rys. 5). Na krzywych obrazujacych
zaleznos$¢ gestosci optycznej od czasu hodowli w podtozach z dodatkiem KNa i KCa
zaobserwowano piki, ktore osiagnety maksymalne wartosci po 10 h inkubacji. Po tym
czasie wartosci OD obnizyly si¢ do pewnego poziomu, na ktorym utrzymaty si¢ do
czasu zakonczenia hodowli. Znaczny wzrost liczby komorek bakterii w pierwszych
godzinach 1 wyrazne zmniejszenie podczas dalszej hodowli mozna thumaczy¢ wyko-
rzystaniem np. wolnych aminokwasow w podiozu. Pozostate hodowle szczepu KN29
osiagnely najwyzsze wartosci OD po 10 h inkubacji, a liczba komorek bakteryjnych
utrzymywata si¢ na podobnym poziomie do konca prowadzenia hodowli. Jedynie
w przypadku podloza suplementowanego SPOL nastapito nieznaczne zmniejszenie
gestosci optycznej hodowli bakteryjnej od 26 h inkubacji i utrzymywalo si¢ na tym
poziomie do konca trwania hodowli. Szczep KN29 charakteryzowat si¢ najstabszym
wzrostem na podtozu z dodatkiem WPC80. Hodowla ta, jako jedyna, charakteryzowala
si¢ nizszymi warto§ciami OD w poréwnaniu z hodowla na podlozu Garchesa o pod-
stawowym sktadzie.

N
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Gestos¢ optyczna/Optical density

0 T T T T T 1
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Rys. 6. Wplyw biatek mleka na wzrost szczepu B. catenulatum - KD14 na podlozu Garchesa podczas 96
h hodowli w temp. 37 °C.

Fig. 6.  Effect of milk proteins on growth of B. catenulatum - KD14 strain on Garches medium during
96 h incubation at a temperature of 37 °C.
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W przypadku szczepéw KD14 (rys. 6), Bi30 i ATCC1567 (dane niezamieszczo-
ne), dodatek WPI, a-la oraz KCa i KNa do podtoza hodowlanego mial najwigkszy
wplyw na namnazanie si¢ bakterii. Wyrazne stymulowanie wzrostu bakterii z rodzaju
Bifidobacterium przez WPI i a-la w tych hodowlach potwierdza wyniki uzyskane przy
zastosowaniu planu Placketta-Burmana. Hodowle KD14 na podtozach z dodatkiem
KCa i KNa znacznie szybciej osiagnety maksymalne warto$ci OD, bo juz po 14 h in-
kubacji. Po tym czasie, w obu przypadkach wartos¢ OD zmniejszyta si¢ do pewnego
poziomu, ktéry nie zmieniat si¢ do konca trwania hodowli. Warto$¢ gestosci optyczne;j
hodowli na podtozu z KCa po 20 h byta nizsza w poréwnaniu z hodowla z dodatkiem
WPI. Hodowle bakteryjne na podlozach z WPI, KNa oraz a-la charakteryzowaly si¢
wyzszymi warto§ciami OD w poroéwnaniu z hodowla na podiozach z dodatkiem KCa
do konca trwania inkubacji. Najstabszy wzrost szczepu KD14 zaobserwowano na pod-
tozu Garchesa o podstawowym skladzie.

Najstabszy wzrost wszystkich badanych w niniejszej pracy szczepow Bifidobac-
terium obserwowano na pozywkach zawierajacych dodatek serwatek w proszku,
WPC80 i CGMP. Zblizone wyniki otrzymali Curda i Cicvérek [6], dodajac 1 lub 2 %
kazeinomakropeptydu (CMP) do jogurtow, ktorych mikroflor¢ wzbogacono o B. ani-
malis ssp. lactis Bb-12 lub B. bifidum CCDM 94. Dodatek CMP wywieral nieznaczny
wplyw na wzrost Bb-12 oraz CCDM 94. W innych doniesieniach naukowych publiko-
wane sg sprzeczne informacje dotyczace wptywu CMP na wzrost bakterii z rodzaju
Bifidobacterium [15, 16, 24], Idota i wsp. [15] stwierdzili, ze dodatek 2 % CMP do
mleka powodowal wzrost liczby komorek B. animalis lactis o 1,5 cyklu logarytmicz-
nego w porownaniu z proba kontrolna. Cicvarek i wsp. [5], na podstawie badan na
podtozach syntetycznych, stwierdzili, ze dodatek CMP przyspieszal namnazanie komo-
rek Bifidobacterium sp., nawet gdy usunigto z podtoza L-cysteing. Pozytywny wpltyw
koncentratu biatek serwatkowych na wzrost B. longum stwierdzili Kehagias i wsp.
[19]. Dodatek 3 % WPC20 lub WPC65 do odttuszczonego mleka krowiego zwigkszat
liczbe komorek B. longum o jeden cykl logarytmiczny (odpowiednio 2,90x10°
i2,87x10%) w poréwnaniu z proba kontrolna (2,35%107) po 24 h inkubacji.

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium wytwarzaja wewnatrz- i zewnatrzkomorkowe
enzymy glikolityczne, z ktorych te pierwsze charakteryzuja si¢ wicksza aktywnoscia
enzymatyczna. W grupie biokatalizatoréw przemian szlaku glikolitycznego stwierdzo-
no u bifidobakterii wystepowanie a- 1 B-galaktozydazy [3]. B-galaktozydazy wyizolo-
wane z bifidobakterii charakteryzowaly si¢ rozna specyficzno$cia substratowa i niekto-
re nie hydrolizowaty laktozy [13]. Bakterie z tego rodzaju wykorzystane w niniejszej
pracy nie namnazaty si¢ dobrze na pozywkach zawierajacych duze ilosci laktozy, ta-
kich jak serwatki w proszku czy koncentraty bialek serwatkowych. W przypadku wigk-
szo$ci badanych szczepow Bifidobacterium rosty one lepiej na serwatce o obnizongj
zawartosci laktozy (SPOL) niz na zwyklej serwatce w proszku.
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Whioski

1.

(3]

(4]

[11]

[12]

Sposrod badanych szczepow bakterii z rodzaju Bifidobacterium najwigksza aktyw-
nos$cia proteolityczng charakteryzowaly si¢ szczepy KD14, Bi30 i Bb-12.

Po zastosowaniu hodowli na podtozach modelowych z wykorzystaniem planu
Placketta-Burmana wykazano, ze wsérod zastosowanych preparatéw biatkowych
decydujacy wptyw na wzrost Bb-12 i ATCC 1567 miala o -la, a w przypadku
szczepow Bi30, KN29 i KD14 byly to WPI oraz a-la.

Kazeiniany sodu i wapnia najlepiej stymulowaty wzrost szczepdw Bifidobacterium
w modyfikowanym podtozu Garchesa.

Izolat biatek serwatkowych i a-laktoalbumina, w$rdd preparatow biatek serwatko-
wych, mialy najwigkszy wptyw na namazanie szczepow Bifidobacterium.
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EFFECT OF MILK PROTEIN PREPARATIONS ON GROWTH OF
BIFIDOBACTERIUM

Summary

Probiotic strains of the Bifidobacterium genus multiply poorly in milk. The objective of this study was
to modify the Garches medium through replacing a nitrogen source by some selected milk protein prepara-
tions and to verify their ability to stimulate the growth of probiotic strains of the Bifidobacterium genus.
The Bi30 and KD14 strains were characterized by the highest proteolytic activity; slightly lower values
were determined for other strains of the Bifidobacterium genus. For the growth of Bb-12 (1.2x10%cfu/ml),
the most favourable medium was that containing a whey protein isolate (WPI). Based on the results ob-
tained after the incubation of KN29, it was found that the WPI and o- lactalbumin (a-la), the compounds
of the culture medium that was designed using a Plackett-Burman model, were those to stimulate the
growth of that strain to the highest degree. The highest density of cells of Bb-12 and KN29 bacteria was
reported during the incubation of those strains on the media supplemented with a sodium caseinate (KNa)
and calcium caseinate (KCa), and in the case of the whey protein preparations, this effect was reported for
the media with WPI and o-la.

Key words: Bifidobacterium, proteolytic activity, Plackett-Burman design, WPI, a- lactalbumin
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