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CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH SZCZEPOW
LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS I ICH PRZEZYWALNOSC
W SOKU MARCHWIOWYM

Streszczenie

W pracy scharakteryzowano dwa szczepy potencjalnie probiotycznych bakterii Lactobacillus aci-
dophilus pod wzgledem przezywalnosci w $rodowisku kwasnym o pH zblizonym do pH zotadka, a takze
pH odpowiadajacemu kwasowosci soku z marchwi. Ponadto zbadano tolerancje tych szczepdéw na 261¢.
Badania te wykazaly wysokie prawdopodobiefistwo przezycia obydwu szezepow w zréznicowanych
warunkach przewodu pokarmowego cztowieka. Proba aplikacji tych bakterii do pasteryzowanego soku z
marchwi pozwala wnioskowaé 0 mozliwosci otrzymania nowego produktu probiotycznego charakteryzu-
jacego sig wysoka warto$cia odzywcza i dietetyczna.

Stowa kluczowe: sok marchwiowy, Lactobacillus acidophilus, probiotyki.

Wprowadzenie

Bakterie probiotyczne ciesza si¢ obecnie szerokim zainteresowaniem. Wielu au-
torow podkresla korzysci zdrowotne wynikajace ze spozywania produktow z udzialem
tych bakterii.

Opisane efekty zdrowotne probiotycznych szczepdéw to: modulacja systemu im-
munologicznego, utrzymywanie rownowagi mikroflory jelitowej, redukcja aktywno$ci
enzymow fekalnych, dzialanie antyrakowe, zapobieganie biegunkom ,podréznych”,
rotawirusowym i innym [5, 13, 14]. Nalezy jednak podkresli¢, iz dodatnie cechy sa
charakterystyczne dla okreslonego szczepu bakterii. Poszukuje si¢ wigc nowych
szczepdw spetniajacych kryteria bakterii probiotycznych. W poszukiwaniach optymal-
nych szczepdw probiotycznych uwzglednia sig nastgpujace cechy dotyczace wymagan
ogdlnych: pochodzenie, bezpieczefistwo, odpornoé¢ na pH, kwasy zoélciowe i soki
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trawienne; wymagan technologicznych jak przezywalros¢ i aktywnos$¢ w produkcji i
procesach technologicznych oraz aspekty funkcjonalne jak adherencja do komorek
sluzéwki jelita, antagonizm wobec patogenow, aktywno$¢ antybiotyczna, stymulacja
reakcji immunologicznej i wptyw na metabolizm gospodarza [13].

Jednym z kryteriéw jakie powinny spetnia¢ szczepy probiotyczne, ktore stanowi
o skutecznosci ich dzialania jest odporno$¢ na niskie pH i z61¢ [9, 12]. Pierwsza barie-
ra dla mikroorganizméw jaka wystgpuje w przewodzie pokarmowym czlowieka jest
kwasowos$¢ zotadka, ktéra musi zosta¢ pokonana przez bakterie nazwane bakteriami
probiotycznymi [2]. Aplikacja bakterii spetniajacych powyzsze wymagania do produk-
tow roslinnych moze poszerzyé listg szeroko dostgpnych produktéw spozywczych z
udzialem probiotykéw oraz poprawi¢ warto$¢ odzywcza i dietetyczng zywnosci fer-
mentowanej. Wiasnie produkty fermentowane z marchwi, burakéw ¢wiklowych, sele-
ra, pietruszki, zielonego groszku, fasolki, pomidoréw, a takze nasion ryzu i soi, w po-
staci sokéw czy satatek, majq stanowi¢ alternatywe¢ uzupetnienia mikroflory przewodu
pokarmowego dla ludzi nietolerujacych laktozy i bialek mleka, u ktorych rozwéj i
obecnosé¢ bakterii probiotycznych w przewodzie pokarmowym zostaly zachwiane po-
przez dziatanie réznych czynnikéw. Do nich nalezy stan chorobowy i zwiazane z tym
diugotrwate przyjmowanie lekéw. Szczepy stosowane do produkcji warzywnych pro-
duktow fermentowanych to Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus i Lactobacillus
[10, 11, 15}. Dlatego tez postanowiono scharakteryzowaé oporno$¢ bakterii Lactoba-
cillus acidophilus na pH odpowiadajace pH Zotadka oraz kwasowosci fermentowanego
soku z marchwi, a takze tolerancjg tych szczepow na z61¢. Przy rozpatrywaniu poten-
cjalnie terapeutycznych wartosci preparatdw probiotycznych i produktow fermento-
wanych z udzialem mikroflory jelitowej nalezy jednak pamigtaé, ze produkt musi za-
wiera¢ dostateczna liczbg zywych i aktywnych komoérek w chwili-spozycia, minimal-
nie 10® komérek/cm?® produktu [9, 12]. -

Celem pracy byla charakterystyka bakterii Lactobacillus acidophilus DSM 20079
1 Lactobacillus acidophilus DSM 20242, jako bakterii potencjalnie probiotycznych i
zbadanie ich przezywalno$ci w soku marchwiowym.

Material i metody badan

Material do badan stanowity dwa szczepy bakterii: Lactobacillus acidophilus
DSM 20079 i Lactobacillus acidophilus DSM 20242, pochodzace z kolekcji kultur
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) w Niem-
czech. Obydwa szczepy hodowano na pozywce MRS w temp. 37°C.
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Przezywalnos¢ bakterii w srodowiskuopH =2, 3,4i 5

Przezywalno$¢ badanych szczepdéw w Srodowisku odpowiadajacym warunkom
panujacym w przewodzie pokarmowym badano na ptynnej pozywce MRS z regulacja
kwasowos$ci IN HCl do pH = 2 i 3 (§rodowisko zbuforowano buforem Titrisol firmy
Merck). W ten sam spos6b wykonano badania odnoszace sie do srodowiska o pH=4 i
5 — kwasowo$¢ zblizona do fermentowanego soku z marchwi. W kazdym przypadku
200 cm’ pozywki zaszczepiano 20 cm® inokulum wielkosci 6-10° jtk/em®. Hodowle
inkubowano w temp. 37°C do momentu obnizenia liczby Zywych bakterii do 0. Zy-
wotno$¢ bakterii oznaczano w okreslonych odstepach czasu poprzez posiew na ptytki
Petriego metoda zalewowa, stosujac podloze MRS Agar. Czas inkubacji hodowli na
plytkach wynosit 48 godz. Posiewy wykonywano w dwdch powtdrzeniach.

Oznaczenie zdolnosci paleczek do wzrostu w obecnosci zokci, w ukladzie modelowym
z uzyciem oxgallu :

Hodowle bakterii na podtozu MRS Broth z dodatkiem odpowiednio 0; 0,1; 0,2;
0,3 1 0,4% oxgallu (odpowiada to stgzeniu z6tci 0; 1, 2,3 i 4%) inkubowano w temp.
37°C przez 8 godz. Do 200 cm’ podtoza dodawano 20 cm® inokulum wielkosci 5,5-10°
jtk/ cm’. Liczbe zywych bakterii okreslano co 2 godz., przez 8 godz. prowadzenia ho-
dowli. Gesto$¢ hodowli mierzono spektrofotometrycznie przy A=620 nm. Pomiary
wykonywano w trzech powtérzeniach. Mierzono czas potrzebny do zwiekszenia ab-
sorbancji o warto$¢ 0,3 w podtozu bez z6ici i z zétcig. Obliczano wspolczynnik zaha-
mowania wzrostu bakterii (C,) obydwu szczepow przez rozny dodatek oxgallu.
Wspdtczynnik zahamowania wzrostu w obecno$ci zotci w czasie 8 godz. inkubacji
obliczano z rownania [1, 6]:

Ci= (A620 :mMRS - Ag20 ,sMRSO) (As20 anRS)_l

gdzie:

Ag20nsMRS — wartos$¢ absorbancji dla hodowli bakterii na podtozu MRS Broth,

Ag20 mmMRSO — warto$¢ absorbancji dla hodowli bakterii na podtozu MRS Broth

z odpowiednim % dodatkiem oxgallu.

Tolerancja na niskie pH pozwala przezy¢ szczepom w Zotadku, natomiast na z61¢ w
jelicie cienkim [1, 2].

Hodowla bakterii Lactobacillus acidophilus w pasteryzowanym soku z marchwi

Przeprowadzono probe adaptacji bakterii L. acidophilus w soku z marchwi firmy
Marwit, dostgpnym na naszym rynku. Sok ten przed zaszczepieniem bakterii pastery-
zowano w temp. 80°C przez 15 min. Do 200 cm® soku wprowadzano odwirowane w
warunkach sterylnych bakterie, zawieszone w 20 cm’ jatowej soli fizjologiczne;.
Wielko$é inokulum wprowadzanego do soku to 3,710 jtk/ cm’.
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We wszystkich badaniach liczbg zZywych bakterii oznaczano co 24 godz. przez 5
dni, poprzez posiew na plytki Petriego metoda zalewowa. Hodowle na plytach inku-
bowano w temp. 37°C przez 48 godz. Posiewy wykonywano w dwoch powtdrzeniach.

Wiyniki i dyskusja

Otrzymane wyniki badan wlasnych wskazaly rowniez na zadowalajacy stopien
przezywalnosci obydwu szczepow bakterii Lactobacillus acidophilus w odniesieniu do
czasu przebywania w przewodzie pokarmowym czlowieka. Bakterie te przezywaja
wystarczajacy czas w srodowisku o pH < 3 — zblizonym do pH zotadka czlowieka. W
6. godz. hodowli w pH = 2 i 3 liczba zywych bakterii Lactobacillus acidophilus DSM
20079 osiagela odpowiednio wartosci 2,8-10* jtk/cm3 i7,35-10* Jtk/ cm’, a Lactobacil-
lus acidophilus DSM 20242- 2,9-107 jtk/ cm® i 4,3-107 jtk/ cm’. W 24. godz. hodowli
zywotno$¢ bakterii obydwu szczepéw w pH = 2 1 3 osiagngla warto$¢ 0 (rys. 11 2).
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Rys. 1. Przezywalno$¢ bakterii Lactobacillus acidophilus w §rodowisku o pH = 2.
Fig. 1.  Survival rate of Lactobacillus acidophilus in the medium of pH = 2.

Bardziej zréznicowana byta zywotno$¢ bakterii w pH 4 1 5. W srodowisku o pH 4
(rys. 3) bakterie Lactobacillus acidophilus DSM 20079 przezywaty 4 dni i w tym cza-
sie liczba zywych bakterii wynosita 1,07-10° jtk/cm®, natomiast Lactobacillus aci-
dophilus DSM 20242 przezywaly 5 dni, a liczba zywych bakterii wynosita 4,00-10°
jtk/cm3 . Istotnos¢ réznic dwoch $rednich badano na poziomie istotnosci a=0,05.
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W $rodowisku o pH 5 (rys. 4) bakterie Lactobacillus acidophilus DSM 20079

przezywaly 8 dni i w tym czasie liczba zywych bakterii wynosita 1,72-10% jtk/cm’,

natomiast Lactobacillus acidophilus DSM 20242 6 dni, a liczba zywych bakterii osia-

gneta warto$¢ 3,95-10% jtk/ cm®. Gupta i wsp. [7] scharakteryzowali 6 szczepow Lacto-

bacillus acidophilus w $rodowisku o pH od 2 do 5. Zaden szczep nie rost w pH =2

przez 16 godz., czyli w takim czasie po jakim wykonano analizg. Tylko dwa z nich
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wykazywaly wzrost rowny 16 godz. w pH = 3 i 4, ale wszystkie rosty w pH = 5. Doda-
tek 0,3% oxgallu catkowicie zahamowatl wzrost 3 sposrod 7 badanych szczepow.
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Rys. 4. Przezywalno$¢ bakterii Lactobacillus acidophilus w §rodowisku o pH = 5.
Fig. 4.  Survival rate of Lactobacillus acidophilus in the medium of pH = 5.
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Rys. 5. Zdolno$¢ bakterii Lactobacillus acidophilus DSM 20079 i Lactobacillus acidophilus DSM
20242 do wzrostu w obecnosci 0,3% oxgallu.

Fig. 5. Lactobacillus acidophilus DSM 20079 and Lactobacillus acidophilus DSM 20242 bacteria
growth potential to 0,3% oxgall.

Rowniez Walker i wsp. [16] wykazali 16zng odporno$¢ i rézny stopien tolerancji
w zalezno$ci od szczepu. Hood i wsp. [8] scharakteryzowali wptyw niskiego pH na
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szczep Lactobacillus acidophilus BG2F04 i wykazali, ze w pH = 2 szczep ginie po 45
min, a 2-godzinna hodowla w pH = 3 i 4, w temp. 37°C, nie redukuje znaczaco liczby
zywych bakterii tego szczepu. Jak wskazuja dane literaturowe, a takze badania wtasne,
przezywalno$é bakterii w Srodowisku o niskim pH i réznym stg¢zeniu zoélci jest cecha
charakterystyczna okreslonego szczepu.

Tabela l

Zmiana absorbancji w czasie hodowli bakterii Lactobacillus acidophilus na podtozu z dodatkiem zoici.
Absorbance changes in bacteria cultures of Lactobacillus acidophilus on the substratum with bile added.

Dodatek Wartoéé absorbancji Wanoéé absorbancji
oxgallu [%] | Czas [h] hodowli L. acidophilus D..S'M 20242 | hodowli L. acidophilus ngM 20079
The oxgall | Time [h] The value .of abslorbance in culture | The value f)f abslorbance in culture
added[%] of L. ?CIdOthlus DSM 20242 of L. ,aczdo.phzlus DSM 20079
$rednia / mean+SD $rednia / mean £SD

2 0,105+0,002 0,1540,003
0 4 0,127+0,001 0,16110,002
6 0,144+0,004 0,201+0,003
8 0,42310,002 0,725%0,002
2 0,098+0,002 0,147+0,002
0.1 4 0,123+0,002 0,159+0,002
6 0,142+0,001 0,19740,002

8 0,421£0,001 0,72+0,001
2 0,094+0,001 0,144+0,002
02 4 0,12+0,002 0,155%0,002
6 0,138+0,002 0,193+0,002
8 0,417+0,002 0,708+0,002
2 0,089+0,002 0,14210,002
03 4 0,118+0,002 0,154+0,002

6 0,135+0,001 0,19+0,002
8 0,413+0,002 0,704+0,002

2 0,082+0,003 0,14£0,002

04 4 0,115+0,002 0,15+0,002

6 0,127+0,002 0,188+0,001
8 0,40610,002 0,699+0,003

Po zaszczepieniu podloza z rdézng zawarto$cia zotci, inokulum bakterii rzgdu 108
jtk/em®, po 8 godz. inkubacji w temp. 37°C liczba zywych bakterii Lactobacillus aci-
dophilus DSM 20079 i Lactobacillus acidophilus DSM 20242 zmniejszyta si¢ o jeden
rzad wielkosci tj. do 107 jtk/cm®. W czasie 8 godz. hodowli obserwowano przyrost
absorbancji, $wiadczacy o braku hamujacego wplywu z6ici na wzrost badanych szcze-
pow (tab. 1). Przyjeto takze sugesti¢ Gopala i wsp. [6], ze przy ocenie wrazliwosci
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szczepOw na z6t¢ powinno sig¢ uwzglednié szybkos$¢ wzrostu na podiozach bez zoici i
kryterium, ze jesli wspotczynnik zahamowania wzrostu jest mniejszy od 0,5, to szcze-
py te mozna uznaé za dobrze tolerujace zot¢ (tab. 1). Krzywe obrazujace liczbg zy-
wych bakterii obydwu szczepéw w obecnosci zotci w ciagu 8 godzin maja rézny prze-
bieg dla kazdego z nich, mimo ze wartosci liczbowe wspotczynnika zahamowania
wzrostu czy tez przyrostu absorbancji wskazuja na podobienstwa (tab. 3; rys. 5).

Tabela 2

Warto$¢ wspdtczynnika zahamowania wzrostu szczepéw Lactobacillus acidophilus w hodowli na podtozu
z réznym dodatkiem z6tci.

Growth inhibition ratio value in bacteria cultures of Lactobacillus acidophilus strains on the substratum
with bile added.

Dodatek ox- Wspolczynnik zahamowania wzrostu Wspolczynnik zahamowania
gallu [%] Czas [h] L. acidophilus DSM 20242 L acz‘dophw;zzzslt)uSM 20079
The oxgall Time [h] The growth inhibition ratio The growth inhibition ratio
added [%] L. acidophilus DSM 20242 L. acidophilus DSM 20079

2 0,067 0,020

0.1 4 0,032 0,012

6 0,014 0,020

8 0,005 0,007

2 0,105 0,040

02 4 0,055 0,037

’ 6 0,042 0,039

8 0,014 0,023

2 0,152 0,053

03 4 0,071 0,043

6 0,062 0,055

8 0,024 0,029

2 0,219 0,067

0.4 4 0,095 0,068

6 0,118 0,064

8 0,040 0,036

Buck i wsp. [3] badali tolerancjg na z61¢ wyizolowanych z katu szczepdéw bakterii
Lactobacillus acidophilus. Zaden z 12 wybranych izolatéw bakterii nie wykazywat
wyzszej tolerancji na z6l¢ w poréwnaniu z wzorcowym szczepem Lactobacillus aci-
dophilus ATCC 43121. Poziom wzrostu absorbancji wszystkich 12 szczepéw wahat
si¢ od 2 do 2,8 godz. na podtozu MRS z dodatkiem 0,3% oxgallu. Lactobacillus aci-
dophilus ATCC 43121 znaczaco lepiej tolerowat z6I¢ i rdst szybciej niz pozostate ba-
dane szczepy, ale izolowany byt z tresci jelit $wini i nie moze by¢ stosowany w diecie
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cztowieka [4]. W przedstawionych badaniach wiasnych, czas ten w przypadku obydwu
szczepOw byt dtuzszy 1 wynosit § godz. (tab. 1).

Proby adaptacji tych bakterii do soku z marchwi potwierdzity ich przezywalnos$¢
réwniez w napoju jaki moze sta¢ si¢ probiotykiem spozywanym w codziennej diecie
cztowieka. Bakterie Lactobacillus acidophilus DSM 20079 w 72. godz. hodowli osia-
gnety liczbg zywych bakterii 3,68 10’ jtk/cm3, a Lactobacillus acidophilus DSM 20242
liczbg zywych bakterii na tym samym poziomie osiagaja w 48. godz. hodowli (rys. 6).
Konieczna bylaby jednak ocena przezywalno$ci obydwu szczepdéw bakterii w czasie
chtodniczego przechowywania soku z marchwi.
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Rys. 6. Przezywalno$¢ bakterii Lactobacillus acidophilus w soku marchwiowym.
Fig. 6.  The survival rate of Lactobacillus acidophilus bacteria in carrot juice.

Whioski

1. Bakterie Lactobacillus acidophilus DSM 20079 i 20242 s3 zdolne do przezycia w
hodowli o pH = 2 i pH = 3 przez co najmniej 6 godz., czyli w czasie w jakim
przebywa pokarm w Zotadku cztowieka. Czas ich zycia w pH Srodowiska fermen-
towanych produktow jest dtuzszy, a migdzy szczepami w $rodowisku o pH 41 5
zauwazono istotne roznice.

2. Szczepy Lactobacillus acidophilus DSM 20079 i Lactobacillus acidophilus DSM
20242 nalezy uzna¢ za szczepy dobrze tolerujace z6t¢.

3. Liczba zywych bakterii Lactobacillus acidophilus DSM 20079 1 Lactobacillus
acidophilus DSM 20242 w soku z marchwi utrzymuje si¢ na poziomie 10jtk/em’
odpowiednio przez 3 1 2 dni od zaszczepienia.
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Tabela 3

Zdolnos¢ bakterii Lactobacillus acidophilus DSM 20242 i Lactobacillus acidophilus DSM 20079 do
wzrostu w obecnosci zoélci.

Lactobacillus acidophilus DSM 20242 and Lactobucillus acidophilus DSM 20079 bacteria growth
potential to bile presence.

1
[2]

31

(4]

(3]

Dodatek oxgallu | Czas Log Liczby bakterii Log Liczby bakterii
[%] [h] szczepu DSM 20242 [jtk/cm®] szczepu DSM 20079 [jtk/cm®]
The oxgall added | Time Log CFU DSM 20242 strain Log CFU DSM 20079 strain
[%] Y [cfu/em®] [cfu/cm®]
2 5,74 6,70
0 4 6,70 " 6,74
6 6,84 7,74
8 7,57 7,89
2 5,69 6,70
0.1 4 6,66 6,70
’ 6 6,82 7,69
8 7,54 7,85
2 5,67 6,65
02 4 6,63 6,68
6 6,80 7,69
8 7,52 7,81
2 5,62 6,56
03 - 4 6,63 6,54
6 6,78 7,66
8 7,50 7,77
2 5,60 6,37
04 4 6,61 6,46
6 6,76 7,59
8 7,46 7,70
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THE CHARACTERISTICS OF CHOSEN LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS STRAINS AND THEIR SURVIVAL RATE IN CARROT JUICE

Summary

This paper describes two potentially probiotic Lactobacillus acidophilus bacterial strains, as far as
their survival rate in acid environment of pH close to that of a stomach as well as pH equal to that of a
carrot juice. Moreover, the tolerance of the strains to bile was investigated. The experiments proved that
the survival rate of both strains and consequently the probability that they will survive in adverse envi-
ronment of gastrointestinal tract is satisfied. The application of these bacteria to the pasteurised carrot
juice allows to believe that it is possible to acquire a new probiotic product characterised by a high nutri-
tion and dietetic value.

Key words: carrot juice, Lactobacillus acidophilus, probiotics.



