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WPLYW DODATKU PULLULANU NA WZROST I ZDOLNOSCI
FERMENTACYJNE WYBRANYCH BAKTERII Z RODZAJU
LACTOBACILLUS

Streszczenie

Badano wptyw dodatku pullulanu na wzrost i zdolnosci fermentacyjne dziewigciu szczepow bakterii
kwasu mlekowego z rodzaju Lactobacillus. Hodowle wglgbne prowadzono przez 24 h, w podtozu kon-
trolnym MRS oraz do$wiadczalnym MRS z dodatkiem 2 % pullulanu. W ciagu 24 h obserwowano wzrost
bakterii, z poczatkowej liczby 10* jtk/em? do 107 + 10° jtk/cm?, w zaleznosci od badanego szczepu. Nie
stwierdzono istotnych réznic mig¢dzy liczbami bakterii hodowanych w podlozu kontrolnym a doswiad-
czalnym z pullulanem. W celu poréwnania zdolnos$ci fermentacyjnych szczepoéw w czasie ,,0” i po zakon-
czeniu ich hodowli w podiozach oznaczono zawartosci krotkotancuchowych kwaséw thuszczowych
(SCFA) metoda HPLC. Stwierdzono obecnos$¢ kwasu mrowkowego, mlekowego, octowego, hydroksyma-
stowego 1 propionowego. W podlozu kontrolnym MRS uzyskano wigksza zawarto§¢ SCFA ogétem niz
w podtozu do$wiadczalnym MRS. Dodatek pullulanu do podioza MRS przyczynit si¢ do wigkszego wy-
tworzenia kwasu mlekowego przez 2 szczepy LAB oraz kwasu octowego przez 5 z 9 badanych szczepow.
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Wprowadzenie

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) maja szerokie zastosowanie w wielu dziedzi-
nach przemystu spozywczego i sg od lat wykorzystywane przez ludzi do produkcji
zywnos$ci. Powszechnie stosowane sg w przemysle mleczarskim. Dzigki ich whasciwo-
sciom fermentacyjnym wytwarzane sg jogurty, kefiry, sery czy masto. LAB odgrywaja
takze znaczacg role w produkcji fermentowanych przetworéw migsnych, sojowych,
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ryb, zb6z, zywnosci orientalnej oraz w produkcji pieczywa zytniego. Wazng rolg orga-
nizmy te odgrywajg rowniez w przetworstwie warzyw, szczegolnie w produkcji kiszo-
nych ogdrkow czy kapusty [17]. Jednocze$nie stanowig one naturalng mikroflore ukta-
du pokarmowego ludzi. Majg zdolno$¢ do tworzenia witamin z grupy B, ktore
odgrywajg istotng rolg¢ w procesach metabolicznych organizmu [1]. LAB przeprowa-
dzaja fermentacj¢ sacharydow, w wyniku ktorej powstaje gtownie kwas mlekowy, ale
takze kwas octowy, aldehyd octowy, ditlenek wegla, diacetyl, acetoina czy butanodiol
[11]. Powstajace podczas fermentacji produkty przemiany materii, szczegolnie kwasy
organiczne oraz niskoczasteczkowe kwasy tluszczowe, petnig role konserwujaca i za-
pobiegaja wielu chorobom [10]. Ich korzystny wptyw na zdrowie czlowieka powoduje,
ze zarowno bakterie kwasu mlekowego, jak tez produkty powstate z ich udziatem sa
chetnie spozywane przez konsumentow.

Wzrost popytu na zywno$¢ prozdrowotng jest przyczyna pojawiania si¢ na rynku
nowych produktéw spozywczych o takich wlasciwo$ciach [12]. Zastosowanie probio-
tykow nie jest nowa koncepcja. Zostaty one odkryte i po raz pierwszy zastosowane
przez Miecznikowa [7]. Zywno$¢ fermentowana, zaréwno pochodzenia ro$linnego, jak
1 zwierzecego, zawierajaca bakterie probiotyczne okreslana jest mianem zywnosci
funkcjonalnej [17]. Mikroorganizmy wykorzystywane jako probiotyki musza spetniac
wiele kryteriow, ale przede wszystkim muszg by¢ bezpieczne dla zdrowia konsumenta
oraz wystgpowa¢ w odpowiednio duzej liczbie. Wedlug Migdzynarodowej Federacji
Mleczarskiej liczba bakterii probiotycznych w produkcie powinna wynosi¢ min.
10 jtk/cm® [20]. Inni autorzy podaja, Ze korzystny wplyw na organizm cztowieka wy-
wieraja bakterie obecne w liczbie od 10® do 10'° komorek/g produktu, ktérego dzienne
spozycie to min. 100 g lub 100 cm’ [5].

Odpowiednio zbilansowana dieta jest gldownym czynnikiem zapobiegajacym wie-
lu chorobom przewlektym, np. osteoporozie czy chorobom uktadu krazenia, a dobrze
poznany zwigzek mi¢dzy sktadnikami diety a ogdélnym stanem zdrowia cztowieka po-
zwala wykorzystywa¢ w sposob racjonalny sktadniki zywnosci [4]. Dodawane do wy-
robow sktadniki bioaktywne, m.in. btonnik, laktuloza, inulina czy fruktooligosachary-
dy, prowadza do zmian zarowno w skladzie, jak i aktywno$ci mikroflory przewodu
pokarmowego, co przynosi korzysci dla zdrowia i samopoczucia konsumenta [2].
Obok znanych i stosowanych juz zwigzkow o udokumentowanych wtasciwosciach
prebiotycznych wciaz poszukuje si¢ nowych substancji, ktore moga odpowiadaé kryte-
riom stawianym prebiotykom. Jednym z nich jest pullulan [19].

Pullulan jest zewnatrzkomdérkowym polisacharydem wytwarzanym wyltgcznie na
drodze mikrobiologicznej w hodowli wglgbnej grzyba Aureobasidium pullulans [3].
Podstawowa jednostke struktury pullulanu stanowig trzy czasteczki glukozy polaczone
wigzaniem a-1,4-glikozydowym w maltotriozy, ktére z kolei polaczone sa miedzy sobg
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wigzaniami a-1,6-glikozydowymi [9, 13]. Przeprowadzone dotychczas badania wyka-
zaty, ze pullulan m.in. stymuluje wzrost szczepow z rodzaju Bifidobacterium [19, 21].

Celem pracy byto okres$lenie wplywu dodatku pullulanu do podtoza na wzrost
1 aktywnos¢ fermentacyjng bakterii z rodzaju Lactobacillus.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowilo 9 szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus: Lacto-
bacillus brevis ZBM 11, Lactobacillus plantarum 44, Lactobacillus plantarum
NCAIM B. 01149, Lactobacillus plantarum NCAIM B.01834, Lactobacillus planta-
rum ATCC 4080, Lactobacillus acidophilus CH- 2, Lactobacillus acidophilus CH-5,
Lactobacillus casei ATCC 393 1 Lactobacillus arabinosus ATCC 8014. Szczepy po-
chodzity z kolekcji Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki
Lodzkiej, kolekcji Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii oraz Zaktadu Biotechnolo-
gii Mleka SGGW w Warszawie. Szczepy przechowywano w 25-procentowym glicero-
lu w temp. -80 °C. W badaniach uzyto takze pullulanu firmy Focubase (Chiny).

Inokulum do badan przygotowywano przenoszac jalowo zamrozone kultury do
ptynnego podtoza MRS (Biolacta, Polska). Inkubacje¢ prowadzono w zaleznosci od
preferencji temperaturowych szczepu: w temp. 30 °C (wszystkie szczepy z gatunku L.
plantarum 1 szczep L. arabinosus) lub w temp. 37 °C (szczepy z gatunku L. acidophi-
lus 1 L. casei) przez 24 h. Po tym czasie komorki odwirowywano w wiréwce laborato-
ryjnej (Eppendorf, Francja) przy 11 000 x g przez 1 min. Po zlaniu supernatantu bio-
mas¢ komorkowa przemywano jalowym roztworem soli fizjologicznej i powtornie
odwirowywano. Biomas¢ komoérkowa zawieszano w roztworze soli fizjologicznej, aby
uzyska¢ zawiesine o gestosci optycznej 0,5 °McF (Densimat firmy bioMérieux, Wto-
chy), co odpowiada liczbie komorek 10® jtk/cm’. Nastepnie wykonywano rozciencze-
nia dziesietne tak, aby liczba komorek bakterii wynosita 10° jtk/cm’. Uzyskane zawie-
siny szczepOw przenoszono w objetosci 5 cm’ do uprzednio przygotowanych podtozy
kontrolnych i doswiadczalnych.

Podtozem kontrolnym byto ptynne podtoze MRS [g/100 cm?]: glukoza 2,0; eks-
trakt drozdzowy 0,5; ekstrakt miesny 1,0; pepton 1,0; fosforan potasu 0,2; cytrynian
amonu 0,2; Tween 80 0,11; fosforan potasu 0,2; octan sodowy 0,50; siarczan magnezu
0,02; siarczan manganu 0,005 [18]. Podlozem do$wiadczalnym byto ptynne podioze
MRS, do ktorego dodano 2,0 % pullulanu.

Podtoza kontrolne oraz doswiadczalne (bez dodatku pullulanu) poddawano stery-
lizacji w autoklawie w temp. 121 °C przez 20 min. Wodny roztwor pullulanu wyjata-
wiano metodg filtracji przy uzyciu jalowych krazkow bibuty filtracyjnej o Srednicy
poréw 0,47 pm (Whatman, Niemcy) i dodawano do podtozy ostudzonych po steryliza-
cji. Hodowle badanych bakterii w podtozach kontrolnych i do§wiadczalnych prowa-
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dzono w kolbach o pojemnosci 150 cm® wypetnionych 50 cm? podtoza, z zachowaniem
takich samych warunkow temperatury, jak przy przygotowaniu inokulum.

Liczbe komorek bakterii w czasie ,,0” 1 po 24 h hodowli sprawdzano metoda ptyt-
kowag. W tym celu pobierano 1 cm® hodowli, wykonywano dziesi¢ciokrotne rozcien-
czenia uzywajac jatlowej soli fizjologicznej 1 wykonywano posiew wglebny, zalewajac
material biologiczny odpowiednio statym podtozem MRS lub MRS z dodatkiem 2 %
pullulanu. Badania przeprowadzano w dwoéch seriach. Po okresie inkubacji liczono
wyroste kolonie, zgodnie z PN-ISO 4833-1998 [15]. Liczbe bakterii wyrazano w po-
staci jednostek tworzacych kolonie w 1 cm? podtoza [jtk/cm?].

W celu przygotowania materiatu do oznaczenia ilosciowego i jakosciowego krot-
kotancuchowych kwasow thuszczowych (SCFA) komorki bakterii odwirowywano
w wiréwce laboratoryjnej (Eppendorf, Francja) przy 11 000 x g przez 1 min. Oznacze-
nie SCFA wykonywano technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprze-
gnigtej z detektorem UV (HPLC-UV). Stosowano chromatograf cieczowy firmy Dio-
nex (USA) sprzeggnicty z detektorem UV (Beckman Coulter, USA). Probki
przygotowywano poprzez filtracje badanego medium przez filtr strzykawkowy. Roz-
dziat zwigzkoé6w prowadzono w kolumnie Hypersil BDS 150 x 4,6 mm, 5 pm (Sigma-
Aldrich), w warunkach izokratycznych przy uzyciu fazy woda : metanol (v/v 98 : 2)
przy dlugosci fali 254 nm. Chromatogramy opracowywano identyfikujac badane
zwigzki na podstawie posiadanych wzorcow i powierzchnie pikow chromatograficz-
nych na podstawie czasu retencji.

Z uzyskanych wynikéw obliczono warto$ci §rednie i odchylenia standardowe.
Wyniki opracowano statystycznie w programie Statgraphics 4.1 plus. Zastosowano test
t-Studenta i jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA). Istotno$¢ réznic pomigdzy
warto$ciami $rednimi weryfikowano testem Tukeya, na poziomie istotnosci p = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Po 24 h hodowli w podtozu doswiadczalnym z dodatkiem pullulanu oraz w pod-
tozu kontrolnym MRS (tab. 1) zaobserwowano wzrost badanych szczepow LAB. Licz-
ba bakterii wzrosta z 10* jtk/em® do 107+ 10’ jtk/cm®, w zalezno$ci od szczepu bakte-
ril.

Nie zaobserwowano istotnych (p = 0,05) réznic migdzy liczbami wigkszosci bak-
terii hodowanych w podtozu kontrolnym i do§wiadczalnym z pullulanem. Nieznacznie
wyzszg liczbe bakterii w podtozu doswiadczalnym stwierdzono w przypadku dwoch
szczepOow: L. acidophilus (CH-5 1 CH-2) oraz L. plantarum NCAIM B. 01149. Roznice
wynosity odpowiednio 0,11, 0,09 i 0,08 jednostki logarytmicznej. Ramnani i wsp. [16]
uwazaja, ze w obecnosci prebiotyku liczba bakterii zwigksza si¢ o okoto 1 cykl loga-
rytmiczny w poréwnaniu z warunkami hodowli bez prebiotyku. Wyniki wtasne wska-
zuja, ze pullulan nie wptynat stymulujaco na wzrost populacji badanych szczepow
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Lactobacillus. Do podobnych wnioskow doszty Szydlowska i Kolozyn-Krajewska
[22], ktore do fermentacji przecieru z dyni z dodatkiem 1,5, 3 1 4,5 % inuliny stosowa-
ty szczep L. casei KN 291. Liczba komorek w inokulum wynosita 7,93 log jtk/g, a po
26 h hodowli autorki wykazaty wzrost liczby bakterii do 9,55 + 9,90 log jtk/g. Dodatek
inuliny do przecieru przyczynit si¢, zdaniem autorek, do zwigkszenia liczby bakterii
w fermentowanych przecierach. Gustaw 1 wsp. [8] do fermentacji jogurtu z 1-, 2-
1 3-procentowym dodatkiem fruktooligosacharydow (FOS) oraz inuliny uzyli szczepow
Str. thermophilus, Lb. acidophilus i Bifidobacterium sp. Przy 1-procentowym dodatku
FOS liczba badanych bakterii wzrosta odpowiednio do 9,0 log jtk/g, 7,8 log jtk/g
17,7 log jtk/g. Dodatek 1 % inuliny spowodowat wzrost tylko paciorkowcéw i bifido-
bakterii, odpowiednio do poziomu: 8,8 log jtk/g i 7,5 log jtk/g, ale nie przyczynit si¢ do

Tabela 1. Zmiany liczby komoérek bakterii kwasu mlekowego podczas hodowli w podtozu kontrolnym
MRS i MRS z dodatkiem pullulanu [log jtk/cm?].

Table 1.  Changes in the number of LAB cells grown in the MRS control medium and MRS medium
with pullulan addivitve [log CFU/ cm?].

MRS MRS + 2 % pullulanu
B MRS medium MRS medium + 2 % of pullulan added
SZS:]FS’ ‘S’;ﬁzr“ (X+5/SD) (X+5/SD)
Czas [h] / Time [h]

0 24 0 24
L. acidophilus CH-2 4,04+ 0,1 9,08°+0,1 4,04+ 0,1 9,17°+0,1
L. acidophilus CH-5 4,12°+£0,3 9,29°+ 0,8 4,09°+0,3 9,40°+ 0,6
L. brevis ZBM 11 4,08°+0,2 9,11°+0,5 4,06*+0,2 9,10°+ 0,4
L.casei ATCC 393 4,14+ 0,6 7,74+ 0,4 4117+ 0,5 7,79+ 0,4
IL\I. é’ Z’;}”;“’g 1149 4,02°+0,3 9,51°+0,1 4,09* £ 0,6 9,59+ 0,2
IL\I. é’ Z’;}”;“’g 1834 4,16+ 0,4 8,66+ 0,9 4,05+ 0,8 8,65°+0,7
];Tpchgfggg’ 428"+ 0,4 92154 0,6 4217403 8,41°+0,5
L. plantarum 44 43103 9,53+ 0,4 425"+ 0,2 8,46° 0,7
iT"é‘éb ;’Z)OIS:S 4,15°£0,6 9.42°+ 0,4 4,07°£0,3 9,49° £ 0,5

Objasnienia: / Explanatory notes:

X — warto$¢ $rednia / mean value; s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation; n = 6;
a, b — wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami w wierszach nie r6znig si¢ statystycznie istotnie
(p = 0,05) / mean values denoted by the same letters in the rows do not differ statistically significantly
(p=10.05).
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zwigkszenia liczby komoérek szczepu L. acidophilus. Na podstawie wynikow cytowa-
nych autorow mozna wnioskowaé, ze poszczegdlne prebiotyki maja bardzo zrdznico-
wany wplyw na szczepy LAB i stymulujg wzrost tylko wybranych. Do podobnych
wnioskow doszli Pan i wsp. [14], ktorzy badali wptyw fruktooligosacharydéw (FOS),
chitooligosacharydéw (COS), mannanoligosacharydow (MOS) i galaktooligosachary-
déw (GOS) na zmiany mikroflory jelita §lepego myszy. Po 14 dniach stosowania diety
autorzy stwierdzili, ze badane oligosacharydy majg r6zny wptyw na sktad mikroflory
jelitowej. Sposrod nich tylko FOS przyczynit si¢ do zwigkszenia liczby bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus, ktéra wynosita 9,3 + 0,21 log jtk/g.

Do jeszcze innych konkluzji doszli Ramnani i wsp. [16], ktorzy badali wptyw
zdegradowanych polisacharydow o niskiej masie molekularnej, uzyskanych z wodoro-
stow, na liczbg paleczek z rodzaju Lactobacillus sp. wsrdéd mikroflory katowej ludzi.
Zdaniem autoréw, zwiazki o matych masach czasteczkowych maja wicksza zdolnosé¢
modulujacag liczbe bakterii jelitowych. Na tej podstawie mozna przypuszczac, ze na
poprawe stymulacji wzrostu badanych bakterii w niniejszej pracy moglby lepiej wply-
ng¢ pullulan zhydrolizowany do mniejszych molekut. Badania na temat mozliwo$ci
hydrolizy czasteczek pullulanu przez LAB sg nieliczne. Zidentyfikowano pig¢ typow
enzymow z grupy pullulanaz, pochodzacych z réznych drobnoustrojow, ktore sg
w stanie rozlozy¢ czasteczke pullulanu [6]. Ryan i wsp. [19] scharakteryzowali zaled-
wie kilka szczepow z rodzaju Bifidobacterium wytwarzajacych pullulanazy rozktadaja-
ce ten polisacharyd do mniejszych fragmentow, ktore mogg by¢ metabolizowane przez
komorki.

W tab. 2. przedstawiono zmiany zawartosci krotkotancuchowych kwasow thusz-
czowych (SCFA) podczas hodowli w podtozu MRS i MRS wzbogaconym pullulanem.
Catkowita suma SCFA wytworzonych podczas hodowli przez badane szczepy LAB
w podtozu MRS byta statystycznie istotnie wigksza (p < 0,05) niz uzyskana w podtozu
z dodatkiem pullulanu (tab. 2). Jedynie L. casei ATCC 393 wytworzyl istotnie wigcej
SCFA w hodowli w podtozu z pullulanem. W badanych hodowlach stwierdzono obec-
nos$¢ kwasu mrowkowego, mlekowego, octowego, hydroksymastowego i propionowe-
go. Otrzymane wyniki wskazuja, ze wszystkie badane szczepy LAB w wigkszych ilo-
sciach wytworzyly kwas mlekowy i octowy, a w mniejszych — kwas mréwkowy,
propionowy i hydroksymastowy (tab. 2). W podtozu MRS stwierdzono zawartos¢ kwa-
su mlekowego w zakresie od 32,30 + 0,43 do 53,08 = 0,61 mM, a kwasu octowego
w zakresie od 8,78 + 0,49 do 90,55 + 3,46 mM. Na podtozu z dodatkiem pullulanu
wigkszo$¢ badanych szczepdw wytworzylta statystycznie istotnie mniejszg (p < 0,05)
zawartos¢ kwasu mlekowego. Otrzymane warto$ci miescity si¢ w granicach od 33,28 +
0,39 do 52,56 + 1,35 mM. Tylko dwa szczepy, tj. L casei ATCC 393 i L. acidophilus
CH-5 w badanym podtozu zsyntetyzowaly statystycznie istotnie wigksze (p < 0,05)
zawartosci kwasu mlekowego niz w podtozu MRS.
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Najbardziej korzystny efekt wzbogacenia podtoza MRS pullulanem byt widoczny
w przypadku kwasu octowego. W podlozu tym az 5 sposrod badanych szczepow: L.
brevis ZBM 11 i L. arabinosus ATCC 8014 oraz trzy szczepy L. plantarum (NCAIM
B. 01834, ATCC 4080 i 44) wytworzylo statystycznie istotnie wigcej (p < 0,05) tego
kwasu. Zawartos¢ kwasu octowego w hodowli L. plantarum 44 i L. arabinosus ATCC
8014 byta dwukrotnie wigksza niz w hodowli kontrolnej. Z kolei réznice pod wzgle-
dem zawartosci tego kwasu w hodowlach szczepow L. plantarum NCAIM B.01149
1 L. plantarum ATCC 4080 wynosity ok. 10 mM, a L. brevis — ok. SmM.

Wzbogacenie podtoza pullulanem nie wptyneto na statystycznie istotne zwigk-
szenie (p < 0,05) zawartosci kwasu mrowkowego. Najmniej tego kwasu w podtozu
MRS wytworzyt L. acidophilus CH-2 (9,68 + 1,45 mM), a najwiecej — L. plantarum
ATCC 4080 (21,38 = 0,54 mM). W podtozu z dodatkiem pullulanu wartosci te byty
istotnie nizsze i miescity si¢ w granicach od 0,75 + 0,14 do 9,83 £+ 0,09 mM. Kwas
propionowy byl obecny w hodowlach szczepéw LAB w jeszcze mniejszych ilosciach.
W poditozu MRS jego zawartos¢ wynosita od 3,24 + 0,02 do 8,84 = 0,09 mM. W pod-
tozu wzbogaconym pullulanem dwa szczepy: L. acidophilus CH-2 1 L. arabinosus
ATCC 8014 wytworzyly istotnie wigcej (p = 0,05) kwasu propionowego niz w podtozu
MRS i byto to odpowiednio: 11,40 + 0,03 1 5,48 £ 0,21 mM. Z kolei L. brevis ZBM 11
w podtozu z dodatkiem pullulanu w ogdle nie wytworzyt kwasu propionowego. Po
24 h hodowli LAB, zaréwno w podtozu MRS, jak tez MRS wzbogaconym pullulanem
najmniej byto kwasu hydroksymastowego, odpowiednio od 2,53 + 0,07 do 6,09 +
0,08 mM1iod 1,17 0,14 do 5,38 = 0,15 mM (tab. 2).

Analizujac otrzymane wyniki zawartosci SCFA wytworzonych w podtozu MRS
z dodatkiem pullulanu mozna zauwazy¢, ze jego dodatek miat korzystny wptyw na 8
z 9 badanych szczepow bakterii. L. acidophilus CH-5 1 L. casei ATCC 393 charaktery-
zowaly sie zwickszonym wytwarzaniem kwasu mlekowego, a L. brevis ZBM 11, L.
arabinosus ATCC 8014 oraz trzy szczepy L. plantarum (NCAIM B. 01834, ATCC
4080, 44) wytworzyly wigcej kwasu octowego niz w podtozu MRS. Z kolei w hodowli
L. acidophilus CH-2 otrzymano najwigcej kwasu propionowego. Podobnie, wiecej
kwasu propionowego wytworzyt szczep L. arabinosus ATCC 8014. Jedynie szczep L.
plantarum NCAIM B. 01149 wykazywal zdecydowanie stabsze wtasciwosci fermenta-
cyjne w hodowli z dodatkiem pullulanu niz w podtozu kontrolnym MRS.

Otrzymane roznice zawartosci wytworzonych kwaséw w dwodch badanych podto-
zach moga by¢ wynikiem odmiennego metabolizmu fermentacyjnego badanych szcze-
pow LAB [11], cho¢ mozna zauwazy¢ pewne tendencje. Wérdd testowych szczepow
byly zaréwno bakterie homo- jak 1 heterofermentatywne. Bakterie, takie jak
L. acidophilus 1 L. casei, prowadzace proces homofermentacji glukozy, ktorej produk-
tem jest przede wszystkim kwas mlekowy [11], w podtozu z dodatkiem pullulanu
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zwickszyly wytwarzanie tego kwasu. Z kolei bakterie bezwzglednie heterofermenta-
tywne, jak L. brevis czy wzglednie heterofermentatywne, jak L. plantarum, fermentu-
jace glukoze do kwasu mlekowego i octowego, zwigkszyly synteze obu tych rodzajow
kwasow.

Analizujac sum¢ SCFA mozna zauwazy¢ duza rozpigto$¢ wynikoéw, w zaleznosci
od uzytego szczepu oraz podioza (tab. 2). W podtozu MRS najnizszg warto$¢ sumy
SCFA po 24-godzinnej hodowli uzyskano w przypadku szczepu L. casei ATCC 393,
ktora wynosita tylko 63,08 mM, a najwyzszg — szczepu L. brevis ZBM 11, tj. 163,95
mM. Rownie duzo SCFA wytworzyly szczepy L. plantarum ATCC 4080 (162,33 mM)
1 L. plantarum NCAIM B. 01149 (162,11 mM). Sumy SCFA w podtozu z dodatkiem
pullulanu otrzymane po 24-godzinnej hodowli poszczegolnych szczepoéw byly mniej-
sze 1 wynosity od 65,05 mM — L. plantarum 44 do 149,34 mM w przypadku L. brevis
ZBM 11. Wigksza niz w podtozu MRS warto$¢ sumy SCFA uzyskano tylko w przy-
padku szczepu L. casei ATCC 393 (67,47 mM).

Pan i wsp. [14] sprawdzili poziom SCFA wytworzony przez myszy karmione
przez 2 tygodnie pasza zawierajacg frukto-, chito-, mannano- i galaktooligosacharydy.
Suma wytworzonych SCFA zawierala si¢ w granicach od 49,59 + 3,67 do 63,58 +
4,70 mM. Najkorzystniejszy wynik uzyskano przy zastosowaniu frukto- i galaktoligo-
sacharydow, odpowiednio: 63,58 + 4,70 i 61,54 + 3,82. Z kolei Ramnani i wsp. [16]
badali wytwarzanie SCFA przez mikroflore kalowa osob dorostych, stosujac jako po-
tencjalne prebiotyki zdegradowane polisacharydy o niskiej masie molekularnej, otrzy-
mane z wodorostow. Uzyskane w badaniach tych autorow sumy SCFA po 24-
godzinnej hodowli mikroflory kalowej byty bardzo zréznicowane i wynosity od 2,0 +
0,06 mM do 73,46 + 6,44 mM. Autorzy stwierdzili, ze tylko w obecnosci zdegradowa-
nych polisacharydéw pozyskanych z Gelidium sesquipidale istotnie wzrosto wytwa-
rzanie SCFA, a w szczegdlnosci kwasu octowego i propionowego.

Reasumujgc, mozna stwierdzi¢, ze w wyniku zastosowania dodatku pullulanu ja-
ko substancji potencjalnie prebiotycznej uzyskano zadowalajacy efekt tylko w przy-
padku zwickszenia zawarto$ci poszczegdlnych SCFA, wytwarzanych przez badane
szczepy Lactobacillus.

Whioski

1. Wszystkie badane szczepy LAB po 24-godzinnej hodowli wykazywaly wzrost
1 zdolnosci fermentacyjne na podtozu wzbogaconym pullulanem.

2. Dodatek pullulanu w ilosci 2 % do podtoza MRS nie wptynal stymulujaco na
zwigkszenie liczby komorek badanych szczepow bakterii Lactobacillus, natomiast
wplynat na zwigkszenie zawartosci niektorych krotkotancuchowych kwasow thusz-
czowych.
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3.

(8]

(9]

[10]
(1]
[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
[17]

(18]

Kwas octowy zostatl wytworzony w wigkszych ilo§ciach w podtozu MRS z dodat-
kiem pullulanu niz w podlozu MRS przez 5 z 9 badanych szczepow: L. brevis
ZBM 11, L. plantarum NCAIM B. 01834, L. plantarum ATCC 4080, L. planta-
rum 44 1 L. arabinosus ATCC 8014.

Zwigkszong wydajnoscig wytwarzania kwasu mlekowego charakteryzowaty sie, L.
acidophilus CH-5 1 L. casei ATCC 393, a w hodowli L. acidophilus CH-2 i L. ara-
binosus ATCC 8014 otrzymano wigcej kwasu propionowego.
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EFFECT OF PULLULAN ADDITIVE ON GROWTH AND FERMENTATION CAPACITY
OF SOME SELECTED BACTERIA OF GENUS LACTOBACILLUS

Summary

The effect was studied of pullulan additive on the growth and fermentation capacity of nine strains of
lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus. Deep batch cultures were grown during a period of 24 h in
an MRS control and experimental medium with 2.0 % of pullulan added. During that 24 h period, it was
reported that the bacteria grew from the initial number of 10* cfu/cm 3 to the count of 107 + 10° cfu/cm?
depending on the strain studied. No significant differences were reported between the count of bacteria
cultured in the control medium and in the experimental medium with pullulan added. In order to compare
the fermentation capacity of strains at time "0" and at the end of growing those bacteria in the two media,
a content of short chain fatty acids (SCFA) was determined using an HPLC method. The following acids
were found: formic acid, lactic acid, acetic acid, propionic acid, and hydroxybutyric acid. A higher total
content of SCFA was reported in the MRS control medium compared to the MRS experimental medium.
The pullulan additive added to the MRS medium contributed to an increased production of lactic acid by
the two strains of LAB and of acetic acid by 5 of the 9 LAB strains analyzed.

Key words: LAB, pullulan, SCFA, lactic fermentation, count of bacteria
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