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KATARZYNA SLIZEWSKA, ZDZISLAWA LIBUDZISZ

FORMA OPTYCZNA KWASU MLEKOWEGO TWORZONA PRZEZ
BAKTERIE Z RODZAJU LACTOBACILLUS W PODLOZU
ZAWIERAJACYM ROZNE ZRODLO WEGLA

Streszczenie

Celem badan byto okre$lenie wptywu inuliny (preparaty Raftiline®) oraz fruktooligosacharydéw (pre-
paraty Raftilose™) na poziom tworzonego kwasu mlekowego i jego izomeréw, przez bakterie z rodzaju
Lactobacillus. Kontrolne hodowle prowadzono w obecnosci monosacharydéw (glukoza, galaktoza, fruk-
toza) oraz disacharydow (laktoza, sacharoza). Zawarto§é form optycznych kwasu mlekowego okreslono
przy zastosowaniu testow enzymatycznych firmy Boehringer Mannheim.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze ilo$¢ kwasu mlekowego wytworzonego przez
bakterie z rodzaju Lactobacillus w pozywce MRS, zawierajacej fruktooligosacharydy, wynosita $rednio
2,62 g/l i byla znacznie nizsza niz w pozywkach z mono- lub disacharydami (9,31 g/l). Srednia ilosé L(+)
kwasu mlekowego wyniosta od 0,70 g/l (w podlozu z Raftiline®HP) do 7,69 g/l (w podlozu z glukoza).
Stosunek izomeru L(+) do izomeru D(-) w przypadku hodowli z zastosowaniem fruktooligosacharydow
wynosil $rednio 3,11 a przy zastosowaniu cukréw prostych 3,14.

Wstep

Preparaty Raftiline® i Raftilose® firmy ORAFTI (Belgia) sa rozpuszczalnymi
wioknami spozywczymi, stymulujacymi rozwoj jelitowych bakterii mlekowych. Wia-
sciwosci te kwalifikuja je do grupy prebiotykéw. Preparaty te poprawiaja ponadto
konsystencje, wyglad oraz walory sensoryczne wielu produktéw spozywczych, co
sprawia, ze dzieki potaczeniu zalet dietetycznych oraz technologicznych stwarzaja
mozliwo$ci opracowywania nowych produktow w przemysle mleczarskim.

Kwas mlekowy to jeden z najwczesniej poznanych kwasow organicznych. Wy-
stepuje glownie w kwasnym mleku (stad jego nazwa), a powstaje w wyniku fermenta-
cji laktozy wywotanej przez bakterie fermentacji mlekowej, np. Lactococcus lactis.
Kwas mlekowy wg IUPAC jest nazywany kwasem 2-hydroksypropionowym. Jest on
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najprostszym kwasem hydroksykarboksylowym zawierajacym asymetryczny atom
wegla. Ten szczegdt jego budowy sprawia, ze kwas mlekowy, a co wazniejsze —
wszystkie jego pochodne, wystgpuja w trzech odmianach o zréznicowanych wilasciwo-
$ciach fizycznych i chemicznych. Jako kwas a-hydroksykarboksylowy, w roztworze
wodnym uléga samoistnej réwnowagowej przemianie chemicznej do estrow we-
wnetrznych, rézniacych si¢ znacznie od monomerycznego kwasu mlekowego swoimi
wlasciwosciami [2, 5, 6].

W przyrodzie wystgpuje w postaci izomerdw optycznych: kwas L{+) mlekowy i
D(-) mlekowy, natomiast w wyniku syntezy chemicznej powstaje mieszanina race-
miczna — kwas D,L — mlekowy — forma nieaktywna optycznie. Organizmy wyzsze
wytwarzaja tylko forme L(+) kwasu mlekowego, gdyz ich zespdt enzymatyczny nie
wydziela D(-) dehydrogenazy mleczanowej, warunkujacej metabolizm formy D(-).
Forma L(+) ulega catkowicie przemianom metabolicznym w organizmach wyzszych,
natomiast izomery D(-) kwasu mlekowego zawarte w pokarmach czlowieka ulegaja
wolniej wchtanianiu i pozostaja dtuzej w przewodzie pokarmowym, a po przedostaniu
si¢ do krwi moga przejsciowo si¢ tam nagromadza¢ powodujac zakwaszenie (laktacy-
demia). Dlatego w odréznieniu od kwasu L(+) i jego soli sodowej, potasowej czy
wapniowe], ktore moga by¢ spozywane w nieograniczonych ilosciach (Quantim statis),
w $wietle ustawodawstwa Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) dzienna dawke
kwasu D(-) mlekowego ogranicza si¢ do 100 mg /kg masy ciala, a z diety dzieci i nie-
mowlat wyklucza si¢ go catkowicie [1, 3, 4].

Celem badan bylo okre$lenic wptywu inuliny (preparatéw Raftiline®) oraz fruk-
tooligosacharydéw (preparatow Raftilose®) na poziom tworzonego kwasu mlekowego i
udzial jego izomerdw, przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, w tym roéwniez szcze-
pow o udokumentowanych cechach probiotycznych i stosowanych w handlowych
produktach fermentowanych. Kontrolne hodowle prowadzono w obecno$ci monosa-
charydow (glukoza, galaktoza, fruktoza) oraz disacharydoéw (laktoza, sacharoza).

Badania sa prowadzone w celu opracowania produktu synbiotycznego, czyli za-
wierajacego bakterie probiotyczne i sacharydy stymulujace wzrost LAB. Za takie sa
uznawane inulina 1 fruktooligosacharydy.

Material i metody badan

Materiatem badawczym bylo 15 szczepéw bakterii z rodzaju Lactobacillus o
symbolach: Lb. acidophilus H1, Jn3, 1Indl, CH-5, CH-2, r0s,2537, 2538, Lb. casei-
NCDO 206, Lb. casei-Shirota, Lb. crispatus NCFB 2752, Lb. delbruecki ssp. lactis
2543, Lb. gasseri, Lb. rhamnosus GG ATCC 53105, Lb. thermophilus 094 11.78-
NCDO 489. Szczepy te pochodzity z Kolekcji czystych kultur Zaktadu Rhodia-Food
Biolacta w Olsztynie, z Wyzszej Szkoty Chemiczno-Technologicznej w Pradze oraz z
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Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie (szczepy o uznanych
wlaSciwo$ciach probiotycznych).

W badaniach modelowych przeprowadzono fermentacjg podtéz MRS, zawieraja-
cych jako zrodio wegla handlowe preparaty inuliny i oligofruktozy: Raftiline® HP
(99,5% inuliny), Raftiline® ST (92% inuliny), Raftilose®P95 (93,2% oligofruktozy)
oraz Raftilose®L60 (60% oligofruktozy) firmy ORAFTI (Belgia). Probami kontrolny-
mi byly hodowle bakterii w podtozach z: glukoza, galaktoza, fruktoza, laktoza, sacha-
roza lub odczynnikowa inulina.

Zawarto$¢ form optycznych kwasu mlekowego okreslano przy zastosowaniu te-
stow enzymatycznych firmy Boehringer Mannheim.

Wryniki i dyskusja

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze ilos¢ kwasu mlekowego wy-
tworzonego przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, po 24 godzinach hodowli, byta
zréznicowana w zalezno$ci od stosowanego zrodta wegla. W podtozach MRS, zawie-
rajacych handlowe preparaty inuliny i fruktooligosacharydow, ilo$¢ kwasu mlekowego
byta niska i wynosita od 1,06 g/l (podioze z Raftiline® HP) do 6,25 g/l (podtoze z Ra-
ftilose®L60). Iloé ta byla znacznie wyzsza w pozywkach zawierajacych mono- i disa-
charydy, gdzie wynosita od 8,42 g/l (podtoze z galaktoza) do 10,09 g/l (podloze z glu-
koza). Widoczna jest rowniez migdzyszczepowa zmienno$¢ aktywnosci kwasotwor-
czej w zaleznoscei od Zrédla wegla. Stosunkowo mate zréznicowanie aktywnos$ci wy-
stapilo przy zastosowaniu jako zrddia wegla preparatow inuliny i fruktooligosachary-
déw. Duze réznice otrzymano przy zastosowaniu mono- i disacharydéw. Przeprowa-
dzone badania wykazaly ponadto, Ze niektore szczepy wykazuja do$¢ duza elastycz-
nos¢ w przystosowaniu si¢ do réznych zrodet wegla, np. Lb. acidophilus H1 , czy
szczep probiotyczny Lb. rhamnosus GG ATCC 53105, dla ktérych uzyskano bardzo
dobra aktywnos¢ kwasotworcza, niezaleznie od zastosowanego cukru.

Srednia ilo$¢ L(+) kwasu mlekowego w pozywkach zawierajacych handlowe
preparaty inuliny i fruktooligosacharydéw wyniosta od 0,70 g/l (podloze z Raftiline®
HP) do 4,38 g/l (podioze z Raftilose®L60). Tloéé ta byta znacznie wyzsza w pozyw-
kach zawierajacych mono- i disacharydy, gdzie wynosita $rednio 6,78 g/l.

Stosunek izomeru L(+) do izomeru D(-) w przypadku hodowli z zastosowaniem
fruktooligosacharydéw wynosit $rednio 3,11, a przy zastosowaniu cukrow prostych
3,14, Udziat kwasu L(+) mlekowego w obecnosci fruktooligosacharydéow wynosit
srednio 71,8%, i wahat si¢ zaleZnie od szczepu od 50,6% do 90,3%, natomiast w obec-
nosci cukréw prostych wynosit srednio 72,9%, a w zaleznoéci od szczepu 1 rodzaju
cukru wahat sie od 52,2% do 88,1%.

Tworzenie kwasu mlekowego 1 jego izomeru L(+) przez bakterie z rodzaju Lac-
tobacillus zostato przedstawione w tab. 1. oraz w formie rysunkéw 1-2. Wykresy te
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obrazuja produkcj¢ kwasu mlekowego w podlozu MRS zawierajacym jako zrodito
wegla handlowe preparaty inuliny i oligofruktozy oraz mono- i disacharydy. Kazdy
wykres umozliwia jednoczesny odezyt stezenia kwasu mlekowego oraz jego izomeru
L(+) jak i procentowego udziatu tego izomeru (warto$ci te zostaty podane w etykietach
danych).

Tabela 1
Produkcja kwasu mlekowego i jego izomeru L(+) przez bakterie z rodzaju Lactobacillus.
Production of lactic acid and its isomer L{(+) by Lactobacillus strains.
Kwas mlekowy [g/1 L(+) kwas mlekowy [g/1
- _z[g ] ( )L+ o 'cyl[g ] L+)D()
Zrodio wegla actic aci . (+) lactic aci .
Carbon source | przedzial V\,/artos.m przedzial” wartosel przedziat” V\'/artos‘m
érednie $rednie mean Srednie
range mean level range level range mean level
Raftiline® HP | 0,47-1,59 1,06 0,29-1,19 0,70 1,03-4,28 2,16
Raftiline® ST | 1,46-2,68 2,15 0,98-1,94 1,64 1,27-9,50 4,22
TTNT
nulina 0,34-2,30 1.29 0,23-1,98 0,96 1,03-7,00 3,17
Inulin
Raftilose® P95 1,0-3,56 2,37 0,83-2,81 1,73 1,27-7,46 3,35
Raftilose® L60 | 4,20-10,05 6,25 2,81-6,41 4,38 1,43-4,26 2.66
Gluk
HEOZE 59319211 10,09 3,79-15,29 7,69 1,66-7,43 3,71
Glucose
Galakt
FAOZ - 620-13,70 | 8,42 3,71-10,73 6,22 1,49-7,16 337
Galactose
kt
Froktoza | 5 70 1604|896 4,42-13,74 6,90 2,08-5,50 337
Fructose
Laktoza
7,04-13,90 9,14 5,13-11,80 7,04 2,04-6,03 3,57
Lactose
Sacharoza | ¢ 11 1300|996 4,92-9.36 6,09 1,07-2,77 1,70
Sucrose

zaleznie od szczepu / depending on the strain

Zdaniem Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), szczepy wyselekcjonowane do
sporzadzania produktow fermentowanych powinny by¢ zdolne do produkcji co naj-
mniej 50-60% formy L(+) kwasu mlekowego. Izomer ten jest catkowicie metabolizo-
wany w organizmie czltowieka, podczas gdy izomer D(-) bardzo stabo, a nadmierne
jego spozycie moze powodowaé metaboliczne nieprawidtowos$ci [1]. Nalezy jednak
zwrocié uwage, ze forma D(-) kwasu mlekowego pelni réwniez wazna funkcjg diete-
tyczna, poniewaz odznaczajac si¢ staba przyswajalnoscia przez organizm przechodzi z
trescia do dalszych odcinkéw jelita obnizajac pH, ktére hamuje rozwdj patogenow [7].
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Produkcja kwasu mlekowego i jego izomeru L(+) przez bakterie z rodzaju Lactobacillus w

podtozu zawierajacym preparaty inuliny i oligofruktozy.

Rys. 1.

Production of lactic acid and its isomer L(+) by Lactobacillus strains in a medium containing

imulin and oligofructose.

Fig. 1.
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Produkcja kwasu mlekowego i jego izomeru L(+) przez bakterie z rodzaju Lactobacillus w

podlozu zawierajacym mono- i disacharydy.

Rys. 2.

Production of lactic acid and its isomer L(+) by Lactobacillus strains in a medium containing

mono- and disaccharides.

Fig. 2.
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Badane szczepy Lactobacillus acidophilus wytwarzaly, niezaleznie od zastoso-
wanego zrodla wegla, zalecane przez WHO ilosci formy L(+) kwasu mlekowego. Ba-
dania Nahaisi [5] wykazatly, ze badane przez niego szczepy Lctobacillus acidophilus
produkowaty od 0% do 10% formy D(-) kwasu mlekowego, natomiast Zbikowski [7],
stosujac mieszane kultury Lactobacillus acidophilus wykazal od 19,7% do 23,2% tej
formy kwasu mlekowego.

Mozna wigc stwierdzié, Ze zastosowanie inuliny (preparaty Raftiline®HP oraz Ra-
ftiline®ST) oraz fruktooligosacharydéw (preparaty Raftilose®P95 oraz Raftilose®L60)
miato wptyw glownie na aktywnos¢ kwasotworcza badanych szczepdéw, w mniejszym
natomiast stopniu na proporcjg izomeréw kwasu mlekowego.

Produkcja zywno$ci z dodatkiem LAB 1 prebiotykoéw wymaga stosowania takich
szczepOw bakterii 1 sacharydow, ktore zapewniaja gromadzenie giownie kwasu L(+)
mlekowego. Badania wykazaly znaczna zmienno$¢ szczepdw bakterii z rodzaju Lacto-
bacillus 1 dowiodty koniecznosci selekcji kultur o wysokiej aktywnoéci dehydrogenazy
L-mleczanowej oraz wskazaly, ktore z nich moga by¢ wykorzystane w produkcji zyw-
nosci fermentowanej.

‘Whioski

1. Rodzaj Zrédla wegla mial dla wigkszo$ci badanych szczepoéw istotny wplyw na
aktywno$¢ kwasotwoércza, w mniejszym natomiast stopniu zmienial proporcjg
izomerow kwasu mlekowego.

2. llo$¢ kwasu mlekowego wytworzonego przez bakterie z rodzaju Lactobacillus w
pozywce MRS zawierajacej fruktooligosacharydy wynosita $rednio 2,62 g/l i byla
znacznie nizsza niz w pozywkach z mono- lub disacharydami (9,31 g/1).

3. Srednia ilo$¢ L(+) kwasu mlekowego wyniosta od 0,70 g/l (w podtozu z Raftiline®
HP) do 7,69 g/l (w podtozu z glukoza).

4. Stosunek izomeru L(+) do izomeru D(-), w przypadku hodowli z wykorzystaniem
fruktooligosacharydéw jako Zrodita wegla, wynosit $rednio 3,11, a przy wykorzy-
staniu cukrow prostych 3,14.

5. Niektore szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus wykazywaly do$¢ duza ela-
stycznos$cia w przystosowaniu si¢ do réoznych zrodet wegla, np. Lb. acidophilus
H1, czy Lb. rhamnosus GG ATCC 53105. Szczepy te cechowaty si¢ bardzo dobra
aktywno$cig kwasotworcza niezaleznie od zastosowanego cukru.

Literatura

[1] Gurr M.L: Nutritional aspects of fermented milk products. FEMS Microbiol. Rev., 46, 1987, 337.
[2] Jankiewicz M.: Zastosowanie kwasu mlekowego i jego pochodnych. PTTZ, Oddzial Wielkopolski,
Poznan 1995.



106 Katarzyna Slizewska, Zdzistawa Libudzisz

[3] Kurman J.A.: Therapeutic properties of fermented milks. ed. Elsevier Applied Sci. London, 1991,
117.

[4] Nahaisi M.H.: Lactobacillus acidophilus: Therapeutic properties, products and enumeration, in “De-
velopments In Food Microbiology” (ed R.K. Robinson). Elsevier Applied Sci. Publisher, 1986, 153.

[51 Rutkowski A.: Stosowanie kwasu mlekowego i jego pochodnych w $wietle ustawodawstwa. Przem.
Spoz., 3, 1998, 3.

[6] Warchalewski J.R.: Kwas mlekowy w przemianach biochemicznych i jego praktyczne zastosowanie
w przemysle spozywczym. Przem. Spoz., 7, 1998, 40.

{7] Zbikowski Z.: Badania nad zastosowaniem Bifidobacterium bifidum i Lactobacillus acidophilus do
produkcji jogurtu. Zesz. Nauk. ART. Olsztyn, Technologia Zywnosci, 16, 1981, 1.

AN OPTICALLY ACTIVE FORM OF LACTIC ACID PRODUCED BY LACTOBACILLUS
STRAINS IN A MEDIUM CONTAINING VARIOUS SOURCES OF CARBON

Summary

The goal of the research was to evaluate the effects of inulin (Raftiline®) and fructooligosaccharides
(Raftilose™) on the production of lactic acid and its isomers by Lactobacillus strains. Control cultures were
grown in the presence of monosaccharides (glucose, galactose, fructose) and disaccharides (lactose, su-
crose). The levels of L(+) and D(-) lactic acids were evaluated using the enzymatic tests of Boehringer
Mannheim.

It was found that the amount of lactic acid produced by Lactobaciilus strains in MRS medium with
fructosaccharides was 2.62 g/l on the average, which was much less than in the case of using media with
mono — or disaccharides (9.31 g/l). The average amount of L(+) lactic acid varied from 0.70 g/1 (in the
medium with Raftiline®HP) to 7.69 g/1 (in the medium with glucose). The ratio of isomer L(+) to isomer
D(-) in the medium with fructooligosaccharides was 3.11 on the average, while in the medium with mono-
sugars it was 3.14.



