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WPLYW PREPARATU Z JAGOD ACAI (EUTERPE OLERACEA) NA
WELASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE, AUTOAGREGACJE I TWORZENIE
BIOFILMU PRZEZ BAKTERIE Z RODZAJU LACTOBACILLUS

Streszczenie

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie preparatami zawierajgcymi brazylijskie jagody acai
(Euterpe oleracea). Ekstrakty z jagod acai charakteryzuja sie duza zawarto$cia zwiazkéw organicznych,
takich jak biatka i lipidy. Uwage zwraca si¢ na prozdrowotne, a szczegdlnie przeciwutleniajace wiasciwo-
$ci tych owocow. Wysoki potencjat przeciwutleniajacy ekstraktow z jagdd acai warunkowany jest duzg
zawartoscia zwigzkow polifenolowych, jakie mozna izolowac¢ z ich miazszu. Zwiazki polifenolowe obec-
ne w ekstraktach roslinnych, spozywane przez ludzi i zwierzgta, w znacznym stopniu wptywaja na modu-
lacje mikroflory jelitowej. W zaleznosci od pochodzenia oraz zastosowanej dawki, moga stawacé si¢ akty-
watorami badz inhibitorami wzrostu bakterii komensalnych. W niniejszej pracy poddano analizie wptyw
preparatu z jagod acai na bakterie o potencjale probiotycznym z rodzaju Lactobacillus. Przeprowadzono
analiz¢ majaca na celu wyznaczenie wspolczynnika tworzenia biofilmu przez bakterie w zaleznosci od
obecnosci preparatu w podtozu hodowlanym. Sprawdzono, jak preparat z owocéw acai wptywa na zdol-
no$¢ do autoagregacji i powinowactwo do rozpuszczalnikow organicznych. Przeprowadzone badania
wykazaty wptyw preparatu z jagdd acai na zdolnosci autoagregacyjne bakterii Lactobacillus spp. (zmniej-
szenie autoagregacji szczepow Lactobacillus brevis i zwigkszenie autoagregacji bakterii Lactobacillus
casei). Wsérdd wszystkich badanych szczepow Lactobacillus spp. zauwazono zmniejszenie zdolnosci
tworzenia biofilmu w $rodowiskach z dodatkiem preparatu z jagdd acai. Ponadto preparat z jagod acai
wptynat na wlasciwosci typu donor/akceptor $cian komorkowych bakterii Lactobacillus spp.

Stowa kluczowe: Lactobacillus, jagody acai, autoagregacija, biofilm

Wprowadzenie

Drzewo palmowe — Euterpe oleracea jest jednym z 28 gatunkéw z rodzaju Euter-
pe wystepujacych w dorzeczu Amazonki [3, 29]. W przemysle spozywczym i farma-
ceutycznym zastosowanie znalazty jagody drzewa Euterpe oleracea zwane jagodami
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acai. Centralng cz¢$¢ kazdego owocu stanowi duza (do 80 % objetosci) pestka. Zbiory
jagod acai przypadaja na caty rok kalendarzowy, jednak owoce zbierane migdzy stycz-
niem a lipcem cechuja si¢ mniejszg warto$cig odzywcza i nizszg jako$cig sensoryczna.
Miazsz jagod acai charakteryzuje si¢ duza zawartosciag zwiazkow fenolowych (w 100 g
produktu znajduje sie¢ az 328 mg roéznych zwigzkoéw bioaktywnych). W ekstrakcie
Z jagdd acai catkowita zawarto$¢ zwigzkow 0 potencjale przeciwutleniajgcym jest
33-krotnie wieksza niz w ekstrakcie pochodzacym z winogron [2, 3]. Polifenole jako
przedstawiciele fitozwigzkow (wtdrnych metabolitow roslin), stanowia jedng z naj-
wiekszych grup zwiazkéw chemicznych o wiasciwosciach przeciwutleniajgcych [16,
18]. Liofilizat owocowy z jagod acai charakteryzuje sie bardzo wysokim potencjatem
przeciwutleniajagcym (1026 jednostek ORAC — ang. Oxygen Radical Absorbent Capa-
city) [3]. Jedna z dominujacych grup zwiazkéw polifenolowych izolowanych z owo-
cow jagdd acai stanowig antocyjany. Wsrod wszystkich antocyjanow zawartych
w pulpie z jagod acai, w najwiekszych ilosciach wystepuje cyjanidyna i jej pochodne
[10].

Duza zawarto$¢ thuszczu sprawia, ze jagody acai sg niezwykle kaloryczne. War-
tos¢ energetyczna pulpy jagodowej wynosi blisko 534 kcal na 100 g suchej masy.
Wiekszo$¢ lipidow zawartych w jagodach acai to kwasy jednonienasycone (60 %),
nastepnie kwasy nasycone (29 %) i lipidy wielonienasycone (11 %) [2]. Ponadto pulpa
jagodowa Euterpe oleracea zawiera ponad 8 g biatek i 44 g blonnika pokarmowego
w 100 g suchej masy. Pod wzgledem odzywczym biatka wystepujgce W migzszu OWO-
cowym nalezg do petnowarto$ciowych, a w ich budowie mozna wyodrebni¢ komplet-
ne, zalecane porcje aminokwaséw egzogennych. Jagody acai sg rowniez zroédtem wi-
taminy C, zelaza i wapnia [3].

W projektowaniu nowych produktow zywnosciowych, atrakcyjnych dla konsu-
menta, stosuje si¢ potaczenie zwigzkoéw bioaktywnych i bakterii fermentacji mlekowej
zaliczanych do sktadnikow zywnos$ci funkcjonalnej. Bakterie te stosowane sg po-
wszechnie w przetworach mlecznych, kiszonkach warzywnych i warzywno-
owocowych, wedlinach fermentowanych czy kiszonej zywnosci orientalnej. W techno-
logii zywnosci najchetniej wykorzystywane sg bakterie z rodzaju Lactobacillus (LAB —
ang. lactic acid bacteria) [13, 27]. Bakterie te majg status GRAS (ang. Genareally
Recognized as Safe), czyli sa powszechnie uznawane za bezpieczne dla zdrowia czto-
wieka. Na wzrost i rozw6j bakterii Lactobacillus spp. ma wptyw wiele czynnikow,
takich jak pH srodowiska, temperatura otoczenia czy obecno$é¢ zwigzkoéw bioaktyw-
nych [27].

Zwiazki pochodzenia roslinnego obecne w srodowisku wzrostowym bakterii Lac-
tobacillus spp. moga ulega¢ przemianom metabolicznym, takim jak odszczepienie
czasteczki glukozy lub innego sacharydu, indukujac tworzenie aglikonéw [27]. Inng
plaszczyzng oddziatywan polifenoli z mikroorganizmami sa oddzialywania z ze-
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wnetrznymi strukturami bakterii, szczegdlnie biatkami warstwy S. Biatka powierzch-
niowe wystepujace W $cianach komoérkowych bakterii moga mie¢ rézne struktury
(a-helisy i B-harmonijki). Ich obecno$¢ w zalezno$ci od struktury jest aktywatorem
badz inhibitorem procesu autoagregacji i adhezji komorkowej (pierwszego etapu po-
wstawania biofilmu) [6, 16, 19]. Oddziatywania polifenoli i bialek warstwy S bakterii
moga by¢ odpowiedzialne za zmiany wiasciwosci powierzchni bakterii, takich jak:
hydrofobowo$¢, zdolnos¢ do akceptowania i oddawania elektronu czy autoagregacja
[22].

Biofilm to rozbudowana struktura, ktora moze zosta¢ utworzona przez organizmy
nalezace do tego samego lub réznych gatunkow, stad zdolno$¢ tworzenia biofilmow to
nie tylko cecha bakterii, ale rowniez pierwotniakow, grzybow oraz glonoéw [4, 5]. Wie-
lokomorkowe, przewaznie ztozone struktury, zbudowane z duzej liczby mikroorgani-
zmoOw otoczone sg dodatkowg warstwg $luzu [20]. Zewnatrzkomérkowe substancje
polimerowe (EPS ang. — extracellular polymeric substance) stanowigce nawet do 50 +
90 % ogotu zawartosci wegla w biofilmie, odpowiedzialne sg za neutralizacje lub przy-
taczanie innych substancji chemicznych. Jedng z podstawowych wiasciwosci bakterii,
ktora sprzyja tworzeniu struktur biofilmu jest ich zdolnos¢ do autoagregacji [4, 8].

Celem pracy byto okres$lenie wptywu preparatu z jagod acai na wlasciwos$ci po-
wierzchniowe, zdolno$¢ do autoagregacji i tworzenia biofilmu do powierzchni abio-
tycznych przez bakterie z rodzaju Lactobacillus.

Material i metody badan

Materiat biologiczny stanowity 4 szczepy bakterii z rodzaju Lacobacillus: Lacto-
bacillus brevis 0944, Lactobacillus brevis 0945, Lactobacillus brevis 0980 i Lactoba-
cillus casei 0979 (przed reklasyfikacja opisywany jako Lactobacillus pentosus 0979).
Wszystkie szczepy zostaty zdeponowane w Kolekcji Czystych Kultur Przemystowych
LOCK 105 w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki £odz-
kiej.

W badaniach uzywano preparatu handlowego z jagéd acai (A-Z Medica Sp.
Z 0.0., Polska). Sktad deklarowany przez producenta to standaryzowany sproszkowany
ekstrakt z owocoéw acai (Euterpe oleracea) zamknigty W kapsulce (zelatyna, woda,
barwniki: E171 — tlenek tytanu(IV), E172 — tlenki i wodorotlenki zelaza, substancja
wypetniajgca — maltodekstryna oraz substancja przeciwzbrylajaca — stearynian magne-
zu). Jedna kapsutka zawierata 350 mg masy nasypowej, w ktorej udziat polifenoli we-
dhug deklaracji producenta (A-Z Medica Sp. z 0.0, Polska) umieszczonej na opakowa-
niu produktu wynosit 10 % (m/m). Autorzy dokonali analizy catkowitej zawartosci
zwiazkoéw polifenolowych w badanym ekstrakcie za pomoca metody Folina-Ciocalteu
[11]. W badanym ekstrakcie oznaczono catkowita sume zwiazkéw polifenolowych
wynoszacg srednio 7,73 % (m/m). Preparat A-Z Acai zbadano rowniez pod wzglgdem
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zanieczyszczen mikrobiologicznych zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) nr
2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 roku w sprawie kryteriow mikrobiologicznych
dotyczgcych srodkow spozywczych [30]. W badanym ekstrakcie oznaczono ogodlng
liczbe bakterii na poziomie 10 jtk/g produktu, co nie dyskwalifikuje preparatu jako
zdatnego do spozycia. Uzyskany w ten sposob wynik nie wptywa réwniez znaczaco na
dalszg analize preparatu. W preparacie nie stwierdzono obecno$ci bakterii z rodzaju
Lactobacillus.

Powinowactwo do rozpuszczalnikow organicznych

Test bakteryjnej adhezji do rozpuszczalnikéw organicznych wykonywano meto-
dg, ktora opisali Ren i wsp. [25]. Hodowle bakterii (24 h) odwirowywano (5 ml),
a biomase zawieszano w 5 ml jatowego roztworu soli fizjologicznej. Zawiesine komo-
rek rozcienczano dziesieciokrotnie. Nastepnie 3 ml uzyskanej zawiesiny dodawano do
1 ml rozpuszczalnika organicznego (w zaleznosci od eksperymentu: ksylen — rozpusz-
czalnik niepolarny, charakteryzuje hydrofobowos$¢ Sciany komorkowej bakterii; chlo-
roform — rozpuszczalnik polarny, zmiana wtasciwosci akceptorowych $ciany komor-
kowej bakterii; octan etylu — rozpuszczalnik polarny, zmiana wtasciwosci donorowych
Sciany komoérkowej bakterii). Roztwor mieszano przez 1 min, a nastepnie pozostawia-
no do rozdziatu faz. W celu zmierzenia powinowactwa do rozpuszczalnikow pobierano
0,1 ml frakcji wodnej i dodawano do 3,9 ml fizjologicznego roztworu soli o pH 7, na-
stepnie mieszano i mierzono absorbancje przy A = 600 nm (Beckman DU-640, spektro-
fotometr UV-VIS, USA). Do$wiadczenie wykonywano analogicznie dla kazdego
szczepu hodowanego zarowno z dodatkiem preparatu z jagdd acai, jak i bez niego.
Jako probe kontrolng przyjmowano absorbancje zawiesiny wyjsciowej bez dodatku
rozpuszczalnika. Wyniki pomiaré6w przedstawiano w postaci wspotczynnika powino-
wactwa do rozpuszczalnika (BATS — ang. bacterial adhesion to solvent), obliczonego
Z robwnania:

BATS [%] = (1 — As/Ag) x 100 1)

gdzie: BATS — wspotczynnik powinowactwa do rozpuszczalnika, A, — absorbancja
zawiesiny wyjsciowej, As— absorbancja fazy wodnej po 5 min.

Zdolnos¢ autoagregacji

Test autoagregacji bakterii z rodzaju Lactobacillus prowadzono metods, ktorg
opisali Ren i wsp. [25], po wtasnej modyfikacji. Zawiesine bakterii przygotowywano
analogicznie jak w przypadku eksperymentu powinowactwa do rozpuszczalnikow or-
ganicznych. Nastepnie 4 ml zawiesiny przenoszono do nowej probowki i pozostawiano
na 4 h. W czasie t = 0 h pobierano 0,1 ml gornej fazy zawiesiny i dodawano do 3,9 ml
fizjologicznego roztworu soli 0 pH 7. Zawartos¢ probéwki mieszano i mierzono absor-
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bancje przy A = 600 nm (Beckman DU-640, spektrofotometr UV-VIS, USA). Do-
$wiadczenie wykonywano analogicznie dla kazdego szczepu hodowanego zaréwno
z dodatkiem preparatu z jagod acai, jak i bez niego, przy t = 0 h oraz t, = 4 h. Wyniki
pomiaréw przedstawiano w postaci wspotczynnika zdolnosci do autoagregacji (W,)
obliczonego wedtug rownania:

W, [%] = (1 — A/Aq) x 100 )

gdzie: W, — wspodtczynnik zdolnosci do autoagregaciji, Ao— absorbancja proby w czasie
t = 0 h, A,— absorbancja proby w czasie t,.

Zdolnos¢ tworzenia biofilmu

Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu bakterii Lactobacillus spp. do powierzchni abio-
tycznych badano w polistyrenowych ptytkach 6-dotkowych (Falcon), modyfikujac
metode opisang przez Stepanovica i wsp. [28]. Probki bez dodatku preparatu z jagdd
acai stanowity probe kontrolng. W tym celu do kazdej studzienki (komory) 6-dotkowe;j
ptytki wprowadzano podtoze MRS Broth (Merck, Polska) o objetosci 3 ml oraz 3 ml
podtoza z dodatkiem preparatu z jagod acai (mieszanina wyjsciowa: 25 ml MRS Broth
+ zawarto$¢ jednej kapsutki preparatu A-Z Acai). Nastgpnie podtoze zaszczepiano
24-godzinng hodowla badanego szczepu bakterii 0 objetosci 1 ml i poddawano
24-godzinnej inkubacji w temp. 30 °C. Po inkubacji podtoze usuwano, a kazda z komor
przemywano 3-krotnie fizjologicznym roztworem soli. Probki suszono i dodawano do
kazdej ze studzienek 2 ml 0,05-procentowego roztworu fioletu krystalicznego. Ptytki
poddawano 45-minutowej inkubacji na wytrzasarce (90 rpm) w temp. 23 + 2 °C,
a nastgpnie ponownie 3-krotnie przemywano komory fizjologicznym roztworem soli.
Fiolet krystaliczny ekstrahowano 96-procentowym (m/m) etanolem i mierzono absor-
bancje przy dtugosci fali L = 490 nm (Beckman DU-640, spektrofotometr UV-VIS,
USA). Wyniki przedstawiano w postaci wspotczynnika tworzenia biofilmu (Wy,), obli-
CzOnego z réwnania:

Wtb = Abadane/ Akontrolne (3)

gdzie: Wy, — wspodtczynnik tworzenia biofilmu, Apsgane — absorbancja badanej préobki,
Aontroine — absorbancja samego podtoza.

Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki badan przedstawiono w postaci wartosci srednich z co najmniej
trzech niezaleznie uzyskanych wynikéw. Obliczono takze odchylenia standardowe. Do
analizy statystycznej zastosowano test ANOVA Kruskala-Wallisa oraz test wielokrot-
nych porownan $rednich rang przy p < 0,05. Obliczenia wykonano przy uzyciu pro-
gramu Statistica 12 (StatStoft).
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Wyniki i dyskusja
Powinowactwo do rozpuszczalnikow organicznych

Na podstawie wynikow badan wilasciwosci akceptorowych $ciany komoérkowe;j
bakterii (rys. 1) mozna zauwazy¢, ze Szczepem, ktorego charakteryzowato najwicksze
powinowactwo do chloroformu byt Lactobacillus brevis 0980 (BATSch = 65,52 %),
natomiast szczepem, ktory wyrdzniat si¢ najmniejszym powinowactwem do tego roz-
puszczalnika, byt Lactobacillus brevis 0944 (BATSc, = 8,66 %). Szczepy Lactobacil-
lus brevis 0945 oraz Lactobacillus casei 0979 charakteryzowato podobne powinowac-
two do chloroformu (w granicach 40 + 45 %). Dodatek preparatu z jagod acai wptynat
na obnizenie powinowactwa do chloroformu w przypadku szczepu Lactobacillus
brevis 0945 (o prawie 10 % do wartosci rownej 31,06 %) oraz szczepu Lactobacillus
casei 0979 (o ok. 15 % do wartosci 28,76 %). W przypadku szczepow: Lactobacillus
brevis 0944 i Lactobacillus brevis 0980 dodatek preparatu z jagdod acai wptynat na
wzrost powinowactwa do rozpuszczalnika o ponad 10 %. Wsrdd szczepow hodowa-
nych z dodatkiem preparatu z jagod acai najwigksze powinowactwo do chloroformu
wykazat szczep Lactobacillus brevis 0980 (BATSc, = 77,74 %), a najmniejsze — Lac-
tobacillus brevis 0944 (BATSch = 22,96 %).
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Rys. 1. Zmienno$¢ wartosci BATS¢qn, w zaleznosci od dodatku ekstraktu z jagdd acai w stosunku do
chloroformu
Fig. 1.  Variability of BATSc;, values depending on agai berry extract additive in relation to chloroform
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Rys. 2. Zmiennos¢ wartosci BATSog w zaleznosci od dodatku ekstraktu z jagdd acai w stosunku do
octanu etylu
Fig. 2.  Variability of BATSog values depending on agai berry extract additive in relation to ethyl acetate

Na rys. 2. przedstawiono wyniki badan wtasciwosci donorowych $cian komorko-
wych bakterii z rodzaju Lactobacillus. Szczepem, ktory charakteryzowato najwieksze
powinowactwo do octanu etylu byt Lactobacillus casei 0979 (BATSoe = 20,93 %),
natomiast szczepem o najmniejszym powinowactwie do tego rozpuszczalnika byt Lac-
tobacillus brevis 0944 (BATSoe = -108,92 %). Powinowactwo do octanu etylu szczepu
Lactobacillus brevis 0945 oraz Lactobacillus brevis 0980 zawierato si¢ w przedziale:
-12 % < BATSee < 11 %. Dodatek preparatu z jagdd acai powodowal zmniejszenie
powinowactwa do octanu etylu w przypadku szczepu Lactobacillus brevis 0945
(o prawie 25 % do wartosci -14,53 %) oraz szczepu Lactobacillus casei 0979 (o prawie
10 % do wartosci 11,52 %). W przypadku szczepu Lactobacillus brevis 0944 stwier-
dzono znaczny wzrost powinowactwa do rozpuszczalnika (o ok. 90 %). Wzrost powi-
nowactwa do octanu etylu zaobserwowano takze w przypadku szczepu Lactobacillus
brevis 0980 (0 29,25 %). Wsrdd szczepdéw hodowanych z dodatkiem preparatu z jagdd
acai najwicksze powinowactwo do octanu etylu wykazat szczep Lactobacillus brevis
0980 (BATSoe = 17,75 %), a najmniejsze — Lactobacillus brevis 0945 (BATSoe =
-14,53 %).

Stwierdzono, ze preparat z jagdd acai ma wiasciwosci ostabiajace zdolnos¢ komo-
rek bakterii Lactobacillus brevis 0945 oraz Lactobacillus casei 0979 do oddawania
elektronow (bakterie staja si¢ stabszymi donorami elektronow); podwyzsza za$ t¢
zdolnos¢ w przypadku bakterii Lactobacillus brevis 0944 oraz Lactobacillus brevis
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0980. Wyniki przeprowadzonej analizy pozwalajg rowniez zauwazy¢é zmiany powino-
wactwa komorek bakteryjnych do chloroformu, ktéry miat na celu okreslenie zmian
w akceptowaniu elektronow. Szczepy Lactobacillus brevis 0944 i Lactobacillus brevis
0980 stawaty sig¢ silniejszymi akceptorami po dodaniu preparatu z jagod acai. W przy-
padku szczepu Lactobacillus brevis 0945 i Lactobacillus casei 0979 preparat z jagod
acai wptywat na zmniejszenie wiasciwo$ci akceptorowych $cian komoérkowych tych
bakterii.
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Objasnienia jak pod rys. 1. / Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 3. Zmienno$¢ wartosci BATSk w zaleznosci od dodatku ekstraktu z jagdd acai w stosunku do
ksylenu
Fig. 3.  Variability of BATSk values depending on agai berry extract additive in relation to xylene

Dowiedziono, ze preparat z jagdd acai umozliwit zmiane charakteru powierzchni
Sciany komodrkowej bakterii, tj. zmiane typu donor/akceptor. W dos$wiadczeniu po-
twierdzono opisang wyzej zalezno$¢ w przypadku trzech na cztery badane szczepy.
Odmiennie zachowywaly sie bakterie szczepu Lactobacillus brevis 0944. Na podstawie
wynikow badania hydrofobowos$ci $cian komérkowych bakterii (rys. 3) stwierdzono,
ze szczepem, ktory wykazywal najwicksze powinowactwo do ksylenu byt Lactobacil-
lus brevis 0980 (BATSk = 5,99 %), natomiast szczepem, ktory charakteryzowato naj-
mniejsze powinowactwo do tego rozpuszczalnika byt Lactobacillus brevis 0944
(BATSk =-226,29 %). Dodatek preparatu z jagod acai wptywat na zmniejszenie powi-
nowactwa do ksylenu w przypadku szczepu Lactobacillus brevis 0980 (o prawie
28 %), natomiast w przypadku szczepu Lactobacillus brevis 0944 stwierdzono znaczny
wzrost powinowactwa do rozpuszczalnika (blisko 0 247 %). Wzrost powinowactwa do
ksylenu zaobserwowano réwniez W przypadku szczepu Lactobacillus brevis 0945
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i Lactobacillus casei 0979 (0 60 + 70 %). Wsrod szczepow hodowanych z dodatkiem
preparatu z jagod acai najwigksze powinowactwo do ksylenu wykazat szczep Lactoba-
cillus brevis 0944 (BATSk = 20,50 %), a najmniejsze — Lactobacillus brevis 0980
(BATSk =-21,95 %).

Zdolnos$¢ autoagregacji

Zmiany autoagregacji komoérek bakterii z rodzaju Lactobacillus (po 4 h prowa-
dzenia doswiadczenia) w zalezno$ci od dodatku preparatu z jagdd acai do podtoza
hodowlanego przedstawiono na rys. 4. Szczep Lactobacillus brevis 0944 hodowany
w podtozu bez dodatku preparatu z jagod acai charakteryzowat si¢ wigksza zdolnoscia
do autoagregacji (W, = 77,21 %) niz w przypadku hodowli z dodatkiem preparatu
Zjagod acai (W, = 35,23 %). Szczep Lactobacillus brevis 0945 hodowany w podtozu
niezawierajacym dodatku preparatu z jagod acai cechowat si¢ rowniez wigksza zdolno-
$cig do autoagregacji (W, = 65,62 %) niz hodowla z dodatkiem preparatu z jagdd acai
(W, = 46,55 %). Szczep Lactobacillus brevis 0980 hodowany w podtozu bez preparatu
Z jagod acai charakteryzowal si¢ zdolno$cig do autoagregacji na poziomie 47,22 %,
natomiast w przypadku hodowli z dodatkiem preparatu z jagéd acai jego zdolno$é do
autoagregacji zmniejszyta si¢ do 18,11 %. Stwierdzono, ze dodatek preparatu z jagod
acai wptynat na zmniejszenie zdolno$ci autoagregacji szczepu Lactobacillus brevis
0944 0 49,98 %, Lactobacillus brevis 0945 — 0 19,07 %, a Lactobacillus brevis 0980 —
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0O Hodowla bez dodatku ekstraktu z jagod acai / Culture without acai extract

O Hodowla z dodatkiem ekstraktu z jagod acai / Culture with acai extract
Objasnienia jak pod rys. 1. / Explanatory notes as in Fig. 1.
Rys. 4. Zmiana zdolnosci autoagregacyjnych bakterii z rodzaju Lactobacillus w zalezno$ci od dodatku

ekstraktu z jagod acai
Fig. 4. Change in autoagreggation abilities of Lactobacillus bacteria depending on agai extract additive
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0 29,11 %. Szczep Lactobacillus casei 0979 hodowany w podtozu zawierajacym doda-
tek preparatu z jagdd acai charakteryzowat si¢ wicksza zdolno$cig do autoagregacji
(W, = 95,55 %) niz w przypadku hodowli bez dodatku preparatu z jagod acai (W, =
87,35 %). Szczepem wykazujacym najwicksze zdolno$ci autoagregacji wsrod badane-
go materialu biologicznego byt Lactobacillus casei 0979, zaréwno w hodowli bez do-
datku preparatu z jagdd acai, jak rowniez z jego udziatem.

Zdolno$¢ do autoagregacji i kolonizacji powierzchni biotycznych (takich jak bto-
ny sluzowe gospodarza) to jedna z najbardziej pozadanych cech probiotycznych szcze-
poéw bakterii z rodzaju Lactobacillus. Bakterie z rodzaju Lactobacillus wykazuja row-
niez zdolno$¢ przylegania do powierzchni abiotycznych (np. szkta badz polistyrenu).
Ponadto pozakomorkowe substancje polimerowe wytwarzane w procesie przyrastania
biofilmu przez wiele bakterii z rodzaju Lactobacillus sprawiaja, ze wielokomorkowa
struktura czesto wykazuje wiasciwosci antagonistyczne w stosunku do mikroflory pa-
togennej [14]. Ztozony proces adhezji komorkowej dotyczy kontaktu btony komorko-
wej i powierzchni. Badania hydrofobowosci $cian komoérkowych i ruchliwosci elek-
trycznej stanowig podstawe oceny uzdolnien adhezyjnych bakterii. Sa one bowiem
zwigzane ze sktadem chemicznym $cian komorkowych. Tym samym adhezja zalezy
nie tylko od oddziatywan van der Waalsa, ale réwniez od sit elektrostatycznych, stad
szczepy dobrze przylegajace do weglowodoréw uwaza sie za hydrofobowe, natomiast
szczepy pozbawione tej zdolnosci — za hydrofilowe [9].

Zdolnos¢ tworzenia biofilmu

Zmiany wspolczynnika tworzenia biofilmu (Wy,) 24-godzinnych hodowli bada-
nych szczepow bakterii w zalezno$ci 0d obecnos$ci preparatu z jagdd acai przedstawio-
no na rys. 5. Stwierdzono, ze dodatek preparatu z jagdd acai wptynagt na zmniejszenie
zdolnosci tworzenia biofilmu w przypadku wszystkich badanych szczepoéw bakterii
z rodzaju Lactobacillus. Wsrdd badanych bakterii najwickszg zdolno$é tworzenia bio-
filmu stwierdzono w przypadku szczepu Lactobacillus casei 0979, ktorego wspotczyn-
nik tworzenia biofilmu wynosit Wy, = 55,45. Najmniejsza zdolnoscig tworzenia biofil-
mu charakteryzowat si¢ szczep Lactobacillus brevis 0980, ktorego zdolnos$¢ tworzenia
biofilmu wynosita Wy, = 6,26. Szczepy Lactobacillus brevis 0944 i Lactobacillus
brevis 0945 mialy podobna zdolnos¢ tworzenia biofilmu wyrazong wspotczynnikiem
tworzenia biofilmu w zakresie: 9 < Wy, < 10. Najwickszg zdolno$¢ do tworzenia bio-
filmu w obecnoéci preparatu z jagdd acai wykazywat szczep Lactobacillus brevis 0944
(Wy, = 4,05). Szczepy Lactobacillus brevis 0980 i Lactobacillus casei 0979 miaty po-
dobna zdolnos¢ tworzenia biofilmu na podtozu z dodatkiem preparatu z jagod acai,
charakteryzowang wspotczynnikiem tworzenia biofilmu w zakresie: 3 < Wy < 3,5.
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Rys. 5.  Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu w zaleznosci od dodatku ekstraktu z jagod acai
Fig. 5.  Biofilm formation ability depending on agai extract additive

Zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez bakterie fermentacji mlekowej zwigzana jest
przede wszystkim z ich wiasciwosciami adhezyjnymi. Adhezja jako pierwszy etap
powstawania biofilmu stanowi bowiem jeden z najwazniejszych etapow przy formacji
wielowarstwowej struktury. Wedtug teorii DLVO oddziatywania miedzy $ciang ko-
morkowa bakterii a powierzchnig, do ktérej majg one przylegaé, zwigzane sg z sumg
oddziatywan sity van der Waalsa (dziatania przyciagajace) i oddziatywaniami elektro-
statycznymi (dziatania odpychajace). Przed utworzeniem struktury biofilmu (kiedy
komorki bakterii sg oddalone od siebie) czynnikiem decydujacym o inicjacji tworzenia
wielokomorkowej struktury jest zazwyczaj sita oddziatywania grawitacji oraz stopien
hydrofobowowsci $cian komorkowych [7, 12]. Przyleganie bakterii do powierzchni
biotycznych i abiotycznych zwigzane jest ze zdolnoscig do tworzenia specyficznych
i niespecyficznych wigzan. Charakterystyczng cechg wigzan niespecyficznych jest ich
odwracalno$¢. Sg one zwigzane z tworzeniem oddziatywan przestrzennych na drodze
oddziatywan elektrostatycznych i hydrofobowych. Tym samym hydrofobowo$¢ po-
wierzchni bakterii odgrywa kluczowa role w kontakcie migdzy bakterig a powierzchnia
np. nabtonka [24].

Latwiejsza i podwyzszona adhezja komorek bakterii, dzigki ktorej rodzaj Lacto-
bacillus zdolny jest do kolonizacji organizmu gospodarza moze wynika¢ z wysokiej
hydrofobowosci $cian komorkowych. Polak-Berecka i wsp. [24] nie zgadzaja si¢
Z powyzsza teza. Ze srodowiska izolowane sg szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus,
ktore mimo wysokiej hydrofobowosci nie wykazuja zdolnosci do adhezji. Jak podaja



WPEYW PREPARATU Z JAGOD ACAI (EUTERPE OLERACEA) NA WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE... 107

Munoz-Provencio i wsp. [21], izoluje si¢ rowniez gatunki bakterii, ktore silnie adheruja
do komorek nabtonka nawet w sytuacji, kiedy cechuje je niska hydrofobowo$é¢. Zjawi-
sko takie autorzy zaobserwowali w przypadku szczepow Lactobacillus brevis 0944,
Lactobacillus brevis 0945 i Lactobacillus casei 0979. Adhezja komorek bakteryjnych
wigze si¢ z dwoma zasadniczymi mechanizmami: wigzaniem specyficznym i niespecy-
ficznym. Oddziatywania elektrostatyczne oraz hydrofobowe charakteryzuje nizsze
powinowactwo niz przy wigzaniach specyficznych [9]. Piette i ldziak [23] podaja, ze
tadunek powierzchniowy $ciany komoérkowej w korelacji z hydrofobowoscig moze
znacznie wplywaé na site adhezji. Z kolei Lim i Ahn [17] uwazaja, ze silna hydrofo-
bowo$¢ bakterii fermentacji mlekowej (zarowno w heksadekanie jak i w toluenie) mo-
ze $wiadczy¢ 0 ewentualnym potencjale probiotycznym badanych szczepéw. Ich zda-
niem adhezja komorek bakterii probiotycznych moze jednak zaleze¢ réwniez od
czynnikéw $rodowiskowych, wsrdd ktorych wyrdznic¢ nalezy sktad medium, pH i tem-
perature oraz obecno$¢ jonow Ca’*. Wplyw ekstraktu z jagod acai na mikroorganizmy
(w tym bakterie z rodzaju Lactobacillus) nie jest doktadnie zbadany. Najlepiej pozna-
nym aspektem ekstraktow z tych owocoéw jest bez watpienia ich sktad chemiczny.
Zwigzki bioaktywne zawarte w owocach acai moga roéwniez wptywac na metabolizm
oraz budowg komorki. Tym samym przeprowadzone badania potwierdzaja specyfike
i zindywidualizowanie charakteru wtasciwosci powierzchniowych $cian komorkowych
bakterii z rodzaju Lactobacillus. Réznice te maja odzwierciedlenie w zjawiskach auto-
agregacji i formowaniu biofilmu w srodowisku zawierajgcym ekstrakty roslinne. Nie-
stety, mimo wysokiej hydrofobowosci $cian komorkowych bakterie: Lactobacillus
brevis 0944 oraz Lactobacillus brevis 0945 cechowaty sie mniejsza zdolnoscig do au-
toagregacji w $srodowisku z dodatkiem ekstraktu z jagod acai.

Warto podkresli¢, ze roznice w adhezji i agregacji komorek bakterii fermentacji
mlekowej moga wynika¢ z r6znic w budowie chemicznej $cian komorkowych. Wzrost
hydrofobowosci $cian komérkowych czesto zwigzany jest z obecnoscig biatek wyste-
pujacych na ich powierzchni. Z kolei obecnos$¢ polisacharydow w strukturach powlok
komorkowych sprawia, ze powierzchnia komorek bakteryjnych wykazuje wiasciwosci
hydrofilowe [1]. Ponadto poprzez tworzenie kompleksow z makro- i mikroelementami
polifenole wptywaja na ilos¢ magazynowanych jonéw we wnetrzach komorek lub
zmieniajg przyswajalno$¢ substancji odzywczych obechych w podtozu hodowlanym
[25]. W procesie agregacji komorek LAB biorg udziat nie tylko biatka i liporoteiny
umiejscowione w btonach komérkowych. Znaczaca rolg odgrywaja takze biatka, ktore
wydzielane sa do srodowiska zewng¢trznego [26]. Oprocz metabolitow komorek bakte-
rii, w $§rodowisku istniejg rowniez mediatory biorace udziat w procesie agregacji. Kos
i wsp. [15] dowiedli, ze komorki szczepu Lactobacillus acidophilus M92 po procesie
trawienia proteolitycznego wykazywaty nizsza hydrofobowos$¢, a tym samym zmniej-
szyly si¢ ich zdolno$ci agregacyjne. W badaniach wlasnych zaobserwowano rowniez,
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ze ekstrakt z jagdd acai wptywat na wlasciwosci typu donor/akceptor oraz hydrofobo-
woscC.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze obecnos¢ w srodowisku ekstrak-
tow roslinnych, w tym przypadku ekstraktu z jagod acai, moze zmienia¢ wlasciwosci
powierzchniowe komoérek bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz zwigzane z tymi wia-
Sciwosciami zjawiska autoagregacji i zdolnosci do tworzenia biofilmow. W przypadku
bakterii Lactobacillus spp., ktore sg bioaktywnym sktadnikiem zywno$ci fermentowa-
nej i funkcjonalnej, obnizenie ich potencjatlu do autoagregacji i tworzenia biofilmu
w niszy ekologicznej, jaka jest przewod pokarmowy cziowieka, bedzie efektem nieko-
rzystnym. Podczas projektowania zywnosci fermentowanej na bazie surowca ro$linne-
go oraz z dodatkiem ekstraktow roslinnych nalezy zatem okreslic ewentualne pozy-
tywne i negatywne oddzialywania pomiedzy sktadnikami bioaktywnymi surowca
i bakteriami Lactobacillus spp.

Whioski

1. Ekstrakt z jagod acai obniza zdolno$¢ do autoagregacji bakterii z gatunku Lactoba-
cillus brevis.

2. Jagody acai powodujg zmniejszenie zdolno$ci tworzenia biofilmu przez badane
bakterie o potencjale probiotycznym z rodzaju Lactobacilllus oraz zmieniajg wia-
Sciwosci typu donor/akceptor Scian komérkowych badanego materiatu biologiczne-

go.
3. W celu sformutowania ostatecznych wnioskéw badania nalezy przeprowadzi¢ dla
zdecydowanie wickszej liczby szczepow bakterii.
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EFFECT OF ACAI BERRY (EUTERPE OLERACEA) EXTRACT ON SURFACE PROPERTIES,
AUTOAGREGGATION, AND BIOFILM FORMATION
BY BACTERIA OF LACTOBACILLUS GENUS

Summary

In recent years, interest has increased in preparations containing Brazilian acai berries (Euterpe
oleracea). The agai berry extracts are characterized by a high content of organic compounds, such as
proteins or lipids. Attention is drawn to the pro-health and, in particular, antioxidant properties of that
fruit. A high antioxidant potential of agai berry extracts is determined by a high content of polyphenolic
compounds that can be isolated from their flesh. When consumed by humans and animals, the polyphenol-
ic compounds present in plant extracts have a considerable impact on the modulation of intestinal micro-
flora. Depending on the origin and the dose of extract used, they can become activators or inhibitors of the
growth of commensal bacteria. In the research study, there was analysed the effect of the agai berry prepa-
ration on bacteria with probiotic potential from the Lactobacillus genus. An analysis was carried out to
determine the rate of biofilm formation by bacteria depending of the presence of agai berry preparation in
the culture medium. It was tested how the agai fruit preparation affected the ability of bacteria to autoag-
gregate and their affinity to organic solvents. The studies performed showed the effect of acai berry prepa-
ration on the autoaggregating capacity of Lactobacillus spp. (a reduction in the autoaggregation of Lacto-
bacillus brevis strains and an increase in the autoaggregation of Lactobacillus casei bacteria). Among all
the tested strains of Lactobacillus spp., a reduction was reported in the biofilm formation capacity in the
environments with the agai berry preparation added. In addition, the agai berry preparation affected the
donor-acceptor type of properties of Lactobacillus spp cell walls.

Key words: Lactobacillus, acai berry, autoaggregation, biofilm



