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OD REDAKCJI

Szanowni Czytelnicy,

przekazujemy Panstwu nr 3 (120) czasopisma Zywno$¢. Nauka. Technologia.
Jako$¢, ktory w catoSci zostal poswigcony problematyce Krokusowego X Jubileuszo-
wego Sympozjum Naukowego pt. “Probiotyki w zywnosci”, ktore miato miejsce
w Kirach k. Zakopanego w dniach 10 - 12 kwietnia 2019 roku.

Sympozjum zostalo zorganizowane przez Zaktad Higieny i Zarzadzania Jako$cia
Zywnoséci Wydzialu Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji SGGW w Warszawie
oraz Zarzad Gtéwny PTTZ.

Zamieszczone artykuly sg poszerzonymi opracowaniami materialéw, ktore byly
prezentowane w czasie konferencji. Polecamy je uwadze naszych Czytelnikoéw, majac
nadziej¢, ze spetnig Panstwa oczekiwania.

Zapraszamy rowniez do lektury tzw. statych dziatow, w ktérych zamiesciliSmy
m.in. informacje o wybranych konferencjach wspotorganizowanych przez Polskie To-
warzystwo Technologéw Zywnosci.

Zapraszamy do odwiedzania naszej strony internetowe;:
http://wydawnictwo.pttz.org

Krakow, wrzesien 2019 r.

Redaktor Naczelny

l’w\r
p%h b. Lestaw Juszczak



KOMUNIKAT

W latach 2019 — 2020 Wydawnictwo Naukowe PTTZ realizuje zadanie z zakresu
upowszechniania publikacji naukowych, ktére ukazaty sie na tamach czasopisma Zyw-
no$¢. Nauka. Technologia. Jakos¢:

,.Digitalizacja publikacji naukowych wydanych w czasopi$mie Zywno$¢. Nauka.
Technologia. Jako$¢ w latach 2019-2020 w celu zapewnienia otwartego dostepu do

nich przez sie¢ Internet”.

Zadanie finansowane jest w ramach

umowy nr 900/P-DUN/2019 ze Srod-

\ ’ Ministerstwo Nauki kéow Ministra Nauki i Szkolnictwa

i Szkolnictwa Wyzszego Wyzszego przeznaczonych na dzia-

talnos¢ upowszechniajgcq nauke.
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BARBARA SIONEK, DANUTA KOLOZYN-KRAJEWSKA

BEZPIECZENSTWO STOSOWANIA PROBIOTYKOW PRZEZ LUDZI

Streszczenie

Probiotyki sg postrzegane przez konsumentow jako naturalne sktadniki Zywnosci, ktorych stosowanie
przynosi korzysci zdrowotne. Liczne badania przeprowadzone w populacji ludzi zdrowych wskazuja na
dobra tolerancj¢ probiotykow. Zdarzenia niepozadane wystepuja rzadko, sa najczeSciej tagodne i nie
wymagaja dodatkowych interwencji. W przypadku grup osob o zwigkszonym ryzyku dzialan niepozada-
nych nalezy si¢ liczy¢ z mozliwoscig nawet cigzkich powiklan. W grupie najcigezej chorych probiotyki
moga przynies¢ najwigksze korzysci, jednak decyzja o ich zastosowaniu powinna uwzglednia¢ potencjalne
zagrozenia powiklaniami. Mimo przeprowadzenia licznych badan oraz metaanaliz nie udato si¢ niestety
okresli¢ precyzyjnych wskazan i przeciwwskazan do stosowania probiotykoéw. Obecnie obowiazujace
regulacje i przepisy dotyczace stosowania probiotykow nie sa jednolite. W Ameryce Potnocnej kluczowe
znaczenie ma zasada dtugiego, bezpiecznego dla zdrowia stosowania mikroorganizmu, tzw. status GRAS
(ang. Generally Recognized as Safe). W Unii Europejskiej odpowiedzialny za regulacje, oceng i monito-
rowanie bezpieczenstwa probiotykéw jest Europejski Urzad Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA). Obowig-
zuje lista mikroorganizmow, ktore zostaly uznane za bezpieczne i sa dopuszczone do stosowania (ang.
Qualified Presumption of Safety — QPS). Zaréwno w Ameryce Potnocnej, jak i w Europie przepisy sa
restrykcyjne, a dopuszczenie mikroorganizmu wymaga przeprowadzenia licznych i drogich badan nauko-
wych. W pracy oceniono bezpieczefistwo stosowania probiotykéw w grupie ludzi zdrowych i o podwyz-
szonym ryzyku wystapienia dziatan niepozadanych oraz dokonano przegladu dokumentoéw regulujacych
bezpieczne stosowanie mikroorganizmow probiotycznych.

Stowa kluczowe: probiotyki, korzysci zdrowotne, bezpieczenstwo, dziatania niepozadane, badania ran-
domizowane, QPS

Wprowadzenie

Mikroorganizmy probiotyczne i potencjalnie probiotyczne coraz czgsciej stano-
wig sktadnik codziennej diety ludzi zdrowych. Celem ich stosowania jest przede
wszystkim zapewnienie zdrowia i zapobiegania chorobom, szczegdlnie uktadu pokar-
mowego. Probiotyki znalazly zastosowanie w prewencji zachorowan i poprawianiu

Dr inz. B. Sionek, prof. dr hab. D. Kolozyn-Krajewska, Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny
Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa. Kontakt: barbara_sionek@sggw.pl
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zdrowia grup ludzi przewlekle chorych oraz podatnych na wystapienie réznych scho-
rzen, np. wczesniakow, noworodkow, kobiet w cigzy, ludzi w podeszlym wieku.
W zwigzku z powszechnym zastosowaniem probiotykéw ich bezpieczenstwo ma klu-
czowe znaczenie. Bazuje ono gléwnie na zasadzie udokumentowane;j historii tradycyj-
nego, bezpiecznego stosowania [55]. Definicja opracowana w 2002 r. przez Organiza-
cje Narodéw Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) oraz Swiatowa
Organizacj¢ Zdrowia (WHO) okresla probiotyki jako mikroorganizmy, ktére podawa-
ne w odpowiednich dawkach wywierajg korzystny wplyw na zdrowie [26]. Wedlug de
Simone [16] definicja probiotykéw obejmuje zagadnienia zwigzane ze stosowaniem
probiotykow w diecie ludzi zdrowych, ale jest niewystarczajaca, gdy probiotyki sg
zalecane w okreslonych stanach chorobowych. Do tej pory nie opracowano powszech-
nie akceptowanych rekomendacji stosowania probiotykow. W populacji ludzi zdro-
wych spozycie probiotykow ciggle wzrasta, co jest spowodowane najprawdopodobnigj
zainteresowaniem zdrowym trybem zycia [53]. W grupie ludzi chorych obserwuje sig¢
czgstsze stosowanie, wrecz naduzywanie, antybiotykow, ktore niekorzystnie wplywaja
na komensalng mikroflorg jelitowa [68].

Bezpieczenstwo stosowania probiotykéw w duzej mierze zalezy od tego, kto je
spozywa. Przez grupe zdrowych konsumentow sg dobrze tolerowane, a wystepujace
dziatania niepozadane majg fagodny przebieg i nie zagrazaja zyciu i zdrowiu. W przy-
padku grupy zwigkszonego ryzyka dziatania niepozadane moga sporadycznie mie¢
cigzki przebieg. Paradoksalnie, grupa najcigzej chorych moze odnie$¢ najwigksze ko-
rzys$ci z zastosowania probiotykow, ale jest tez najbardziej zagrozona dziataniami nie-
pozadanymi, w tym sepsa [3]. Zdaniem Marteau i wsp. [43] najlepsza sytuacja miataby
miejsce wtedy, gdyby bezpieczenstwo stosowania probiotykow i wystgpowanie dziatan
niepozadanych byly porownywalne z efektem placebo [43].

Ocena bezpieczenstwa stosowania probiotykow jest zagadnieniem ztozonym
i powinna uwzglednia¢ identyfikacje¢ wykorzystywanego drobnoustroju, sposob jego
podawania, poziom narazenia, cel stosowania i stan zdrowia konsumenta. Podstawo-
wymi narzgdziami w ocenie bezpieczenstwa probiotykéw sa dobrze kontrolowane
badania z udziatem ludzi, w ktorych raportuje si¢ dziatania niepozadane. Wyniki tych
badan dostarczajg cennych informacji, ktorych efektem sg dlugoterminowe dziatania
nastepcze, dotyczace wskazan w poszczegdlnych grupach konsumentow [56]. Bezpie-
czenstwo powinno by¢ stale monitorowane, nawet pomimo powszechnego i dtugotrwa-
tego stosowania danego szczepu mikroorganizmu probiotycznego. Niezaleznie od
wezesniej sprawdzonego profilu bezpieczenstwa nalezy uwzglednia¢ mozliwosé zmian
genetycznych szczepdw probiotykow.

Celem wigkszo$ci badan obejmujacych grupy zdrowych konsumentow jest gtow-
nie ocena korzysci wynikajacych ze stosowania probiotykdw, natomiast w mniejszym
zakresie sg raportowane i oceniane zdarzenia niepozadane, a szczegdlnie powazne
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zdarzenia niepozadane [8]. Na podstawie przegladu literatury dotyczacej bezpieczen-
stwa stosowania probiotykow, opublikowanego w 2014 roku, Didari i wsp. stwierdzili,
ze przewazajaca liczba istniejgcych dowodow wskazuje na to, ze probiotyki sg bez-
pieczne. Stwierdzenie to dotyczy populacji ogdlnej zdrowych ludzi. Natomiast pacjen-
ci cigzko chorzy, hospitalizowani, po operacjach oraz z obnizong odpornoscig byli
najbardziej zagrozeni wystgpieniem zdarzen niepozadanych. Autorzy zalecaja
uwzglednienie stosunku ryzyka do korzys$ci przed zaleceniem stosowania probiotykow
[19].

Lista dzialan niepozadanych wywotanych przez probiotyki jest ciggle rozszerza-
na, jednak nadal niereprezentatywna. Wynika to z braku wystandaryzowanych proto-
kolow bezpieczenstwa i powszechnie uznawanych norm regulujacych stosowanie pro-
biotykéw. Stanowi to roéwniez ograniczenie wynikow metaanaliz oceniajacych
bezpieczenstwo stosowania probiotykow i wskazuje na konieczno$¢ przeprowadzenia
kolejnych badan [40].

Celem pracy byta ocena bezpieczenstwa stosowania probiotykow w grupie ludzi
zdrowych i o podwyzszonym ryzyku wystgpienia dziatan niepozadanych.

Kategorie niepozadanych dzialan probiotykéw w organizmie cztowieka

Miejscem dziatania probiotykow jest przede wszystkim przewod pokarmowy.
Jednym z podstawowych elementow uktadu pokarmowego, warunkujgcym utrzymanie
zdrowia, jest bariera jelitowa utworzona z nabtonka jelitowego i warstwy $luzu. Sktad-
nikami bariery jelitowej sg takze: symbiotyczna mikroflora, komorki uktadu krwiono-
$nego, chlonnego, immunologicznego i nerwowego. Bariera jelitowa spelnia funkcje
zapory, ktora ochrania przed wnikaniem z przewodu pokarmowego do krwiobiegu
patogendw, substancji toksycznych i czynnikéw prozapalnych. U zdrowych ludzi ba-
riera jelitowa pozostaje w rownowadze. W przypadku np. cigzkich chordb, u podat-
nych pacjentow dochodzi do dysfunkcji 1 uszkodzenia bariery jelitowej. Efektem sg
stany zapalne i infekcje, ktore w skrajnych przypadkach moga prowadzi¢ do sepsy
[56].

Zastosowanie probiotykow w wiekszosci powoduje dostarczenie do organizmu
duzej liczby drobnoustrojéw. Poza tym podawane sa takze martwe drobnoustroje i ich
fragmenty, ktére réwniez oddziatujg na organizm, np. wywierajg efekty immunolo-
giczne, alergiczne. W obowiazujacej definicji liczba mikroorganizméw okreslona jest
jako adekwatna do osiggnigcia oczekiwanych korzys$ci prozdrowotnych, nie ma jednak
regulacji dotyczacych maksymalnej dawki. Uzywane preparaty mozna podzieli¢ na
zawierajace jeden szczep 1 mieszaning szczepdw. Wobec powyzszego profil bezpie-
czenstwa powinien uwzgledniac¢ kazdy zastosowany szczep, liczbg zywych 1 ewentual-
nie martwych drobnoustrojow oraz produkt, do ktérego wprowadzono probiotyki [15].
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Liczba zywych mikroorganizméw powinna wynosi¢ co najmniej 10° jtk/g produktu
[26].

Dziatania niepozadane zwigzane ze stosowaniem probiotykow to najczesciej ob-
jawy z przewodu pokarmowego: biegunka, nudnosci, wzdgcia, bole brzucha. Wyzej
wymienione powiklania nie zawsze sg wynikiem uzycia probiotykow, mogg one by¢
wywotane spozywaniem produktow zywnosciowych zawierajacych je, np. w przypad-
ku produktéw mlecznych — nietolerancja laktozy [30, 47]. Z analizy Sniffena i wsp.
[61] wynika, Ze w 80 % badan z probiotykami nie bylo doniesien o wystepowaniu
powaznych zdarzen niepozadanych. W niektérych badaniach tagodne i umiarkowane
objawy ze strony przewodu pokarmowego, takie jak gazy czy wzdecia zwigzane ze
stosowaniem probiotykow bylty raportowane, podczas gdy w innych badaniach nie
byto Zzadnych informacji dotyczacych zdarzen niepozadanych.

W dokumencie FAO/WHO z 2002 roku wyrdzniono cztery kategorie dziatan nie-
pozadanych zwigzanych ze stosowaniem probiotykéw: infekcje systemowe, nieko-
rzystne efekty metaboliczne, nadmierng stymulacje¢ immunologiczng u wrazliwych
oraz transmisj¢ genoéw [26].

Powazne zdarzenia niepozadane, takie jak sepsa, zapalenie wsierdzia (endocardi-
tis) czy ropnie mogg by¢ wywotane réznymi mikroorganizmami probiotycznymi, np.
Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium longum, B. breve, L. plantarum, L.
casei, L. jensenii, L. paracasei, L. acidophilus, Escherichia coli Nissle 1917, Saccha-
romyces cerevisiae. Wystepuja one rzadko, gtownie w grupach zwigkszonego ryzyka,
np. u ludzi z obnizong odpornoscia (po przeszczepach narzadéw, otrzymujacych lecze-
nie immunosupresyjne, w chorobach z obnizeniem odpornosci, np. AIDS, biataczka,
inne nowotwory, chemioterapia), ciezko i przewlekle chorych, w tym wymagajacych
centralnych cewnikéw dozylnych i Zywienia pozajelitowego, w przypadkach niedozy-
wienia (kacheksji) z réoznych przyczyn, u wcze$niakdw, noworodkéw i niemowlat
w czasie rozwoju ukladu odpornosciowego, u ludzi w wieku podesztym i kobiet w
cigzy [42]. U chorych o zleceniu i wyborze szczepu probiotycznego lub mieszaniny
szczepOw probiotycznych, dawce i czasie stosowania decyduje najczesciej lekarz. Le-
chorego. Probe usystematyzowania powaznych zdarzen niepozadanych podjeli Kothari
1 wsp. [35].

Na podstawie przegladu literatury, opublikowanych opiséw przypadkow (ang. ca-
se reports) 1 wynikow badan sklasyfikowano dziatania niepozadane i wyszczegdlnio-
no: infekcje systemowe, infekcje miejscowe, reakcje alergiczne, niekorzystne efekty
metaboliczne, niedokrwienie jelit, transmisj¢ opornosci na antybiotyki (tab. 1).
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Tabela 1. Wybrane powazne dziatania niepozadane mikroorganizmow probiotycznych
Table 1. Selected serious undesired effects of probiotics
Kategoria Populacja — przypadki Mikroorganizm — powiklanie Literatura
Category Population — cases Microorganism — complications Literature
Dzieci — biegunka po antybiotykoterapii | Lactobacillus GG — sepsa / sepsis [38]
Children — antibiotic-associated
diarrhoea
Woezesniaki / Premature infants Bifidobacterium — bakteremia / bacte- [10]
Infekcje raemia
systemowe E. coli Nissle 1917 — sepsa / sepsis [28]
u d21eg1 6-dniowy noworodek — hipotrofia L. rhamnosus GG — uogodlniona in- [54]
.Syste.rnlc 6-day old newborn — hypertrophy fekcja / generalised infection
infections Niemowleta — niska masa urodzeniowa | B. longum — bakteremia / bacteraemia [71]
in children | [nfants — low birth weight
10 lat — transplantacja szpiku L. rhamnosus Lcr35, L. rhamnosus [59]
10 years old — hematopoietic stem cell | ATCC 53103 — bakteremia / bacte-
transplantation raemia
24 lata — leczenie kardiochirurgiczne L. rhamnosus — sepsa / sepsis [34]
24 years old — cardiac surgery treatment
30 lat — goraczka reumatyczna L. plantarum — infekcyjne zapalenie [60]
30 years old — rheumatic fever wsierdzia / endocarditis
47 lat — obnizona odporno$é¢ L. jensenii — infekcyjne zapalenie [27]
47 years old — decreased immunity wsierdzia / endocarditis
48 lat — choroby serca, leczenie stomato- | L. acidophilus — infekcyjne zapalenie [22]
logiczne / 48 years old — cardiac diseas- |wsierdzia / endocarditis
es, stomatological treatment
48 lat — cukrzyca i wielochorobowo$é S. cerevisiae — fungemia, niewydol- [41]
48 years old — diabetes and multiple nos¢ wielonarzadowa, wstrzas / fun-
. | morbidities gemia, multiple organ disfunction
Infekcje syndrome, shock
SYSemowe | 67 Jat — zdrowy L. rhamnosus — infekcyjne zapalenie [42]
udoro- |67 years old — healthy wsierdzia / endocarditis
slych. 69 lat — chtoniak L. acidophilus — sepsa / sepsis [18]
.Syste.mlc 69 years old — lymphoma
1pfect10ns 73 lata — chemioterapia S. cerevisiae var. boulardii — fungem- [5]
inadults |73 years old — chemotherapy ia / fungemia
74 lata — rak prostaty z przerzutami Bifidobacterium — bakteremia / bacte- [67]
74 years old — prostate cancer with raemia
metastases
Pacjenci w cigzkim stanie S. cerevisiae var. boulardii — fungem- [70]
Severe medical state of patients ia / fungemia
Hospitalizowani w cigzkim stanie L. rhamnosus, L. curvatus, L. del- [18]
Hospitalised in serious medical state brueckii, L. lactis i L. paracasei —
bakteremia / bacteraemia
Wrzodziejace zapalenie jelita — leczenie | L. rhamnosus — bakeremia / bacterae- [44]

sterydami / Ulcerative enteritis — steroid
treatment

mia
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Infekcje |60 lat —po przeszczepie nerki L. casei —ropien jamy brzusznej [69]
miejscowe | 60 years old — kidney transplant patient |abscess in abdominal cavity
Localised | 65 lat — cukrzyca L. paracasei — bakteremia, ropien [48]
infections | 05 years old — diabetes watroby / bacteraemia, liver abscess
Dzieci do 4 roku zycia L. rhamnosus GG — alergiczny niezyt [33]
.| Children up to 4 years nosa, astma / allergic rhinitis, asthma
Reakeje |6 _ 12 miesiecy — 178 dzieci L. acidophilus LAVRI-A1 — reakcje [65]
alergiczne | 6 _ 12 months old — 178 children atopowe / atopic reactions
Alle?glc Cigzarne 1 karmiace (do 2 lat) L. rhamnosus GG — zapalenia oskrze- [36]
reactions Pregnant women and breastfeeding |li, alergie / bronchitis, allergies
mothers (up to 2 years)

W zwigzku z powszechnym i czasem niewlasciwym stosowaniem antybiotykoéw
w medycynie, weterynarii oraz w produkcji roslin wzrasta istotne zagrozenie transmi-
sja opornosci na antybiotyki. Szczepy Lactobacillus, Pediococcus i Leuconostoc sp.
wykazujg oporno$¢ na wankomycyne, ktéra moze by¢ przekazana przez bakterie cho-
robotworcze: Staphylococcus aureus 1 Enterococcus faecalis [4, 17, 62]. W przypadku
szczepow Lactobacillus paracasei wykazano oporno$¢ na wankomycyne i erytromy-
cyne [14].

Innym zagadnieniem sg niekorzystne efekty metaboliczne. Szczepy Lactobacillus
sp. wykazuja niepozadane efekty metaboliczne, wywotujac zmiany aktywnos$ci hydro-
lazy soli zotciowych, ktore moga wptywaé na procesy wchtaniania w przewodzie po-
karmowym. Ponadto produkcja kwasu mlekowego przez bakterie moze u wrazliwych
chorych, np. z zespotem krotkiego jelita, wywolywaé kwasice mleczanowg. Niezaab-
sorbowane w jelicie weglowodany sg dostepne dla bakterii, ktore produkujg nadmierne
ilosci kwasu mlekowego. Dzialanie neurotoksyczne kwasu D-mlekowego powoduje
komplikacje neurologiczne, takie jak zaburzenia zachowania, zaburzenia mowy,
a w skrajnych przypadkach prowadzi do zaburzen §wiadomosci i $pigczki encefalopa-
tycznej [9, 37, 45]. W przypadku L. lactis wykazano zdolnos¢ do produkceji amin bio-
gennych, takich jak kadaweryna, putrescyna, wykazujacych szkodliwe dziatanie na
uktad nerwowy i krwionosny [36, 49].

Nieliczne przypadki powaznych dziatan niepozadanych rzutujg niestety na ogdlng
oceng bezpieczenstwa stosowania probiotykow i stanowig jedng z potencjalnych przy-
czyn zaostrzenia i zmian uregulowan dotyczacych rejestracji np. nowych mikroorgani-
zmow probiotycznych.

Przeglad badan i metaanaliz dotyczacych oceny bezpieczenstwa probiotykéw

Badania randomizowane, obserwacyjne, metaanalizy oraz przypadki lub donie-
sienia kliniczne stanowig dostgpne narzedzia do oceny bezpieczenstwa stosowania
probiotykow. Najwieksze znaczenie maja randomizowane, wieloosrodkowe badania
z podwojnie $lepa proba, obejmujace adekwatne do analizy statystycznej liczbowo
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grupy badane i odpowiednio dlugi okres obserwacji (ang. follow-up) w celu np. oceny
wystepowania zdarzen niepozadanych. Niestety przeprowadzenie takich badan wyma-
ga wysokich naktadoéw finansowych. W ostatnich latach znaczaco wzrosta liczna badan
i publikacji oceniajacych zastosowanie probiotykow w populacji ludzi zdrowych
1 z grup podwyzszonego ryzyka. W wigkszosci wnioski dotyczace korzysci i bezpie-
czenstwa probiotykdw maja charakter ogdélny, niejednoznaczny i czasem sg sprzeczne
z wynikami poprzednich badan [35]. Dodatkowo, réznice metodologiczne stanowig
istotne ograniczenie utrudniajace porownywanie wynikoéw i przeprowadzanie metaana-
liz. Na podstawie analizy kilku randomizowanych badan z probiotykami (Lactobacillus
rhamnosus GR-1, L. fermentum RC-14, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12)
stwierdzono w grupie zdrowych ludzi wystgpowanie nastepujacych zdarzen niepoza-
danych: biegunka, nudnosci, wymioty, wzdecia, dolegliwosci bolowe w jamie brzusz-
nej, zaburzenia w oddawaniu moczu, kandydoza, swedzenie [15, 23, 52, 58]. Sa to
powiklania niezwigzane z zagrozeniem zycia i zdrowia i najcze$ciej nie wymagaja
dodatkowych interwencji.

Probiotyki sa czgsto stosowane w ostonie prowadzonej antybiotykoterapii. Evans
1 wsp. [25] ocenili efekty uzycia probiotykow przez ludzi bez schorzen przewlektych,
u ktorych zalecono probiotyki z powodu biegunki zwigzanej z antybiotykoterapia.
Stwierdzono 139 przypadkow dziatan niepozadanych, gtéwnie objawow z przewodu
pokarmowego. Autorzy ocenili ryzyko wystgpienia powiklan jako bardzo niskie [25].

Ogolne wnioski o korzysciach i1 bezpieczenstwie wynikajg z metaanalizy 15 ran-
domizowanych badan obejmujacych 1793 pacjentow z zespolem jelita wrazliwego
[19]. W grupie chorych z obnizona odpornoscia w przebiegu choroby nowotworowej,
zarazonych wirusem HIV czy po przeszczepach narzadéw metaanalizg badan z probio-
tykami wykazano takie korzysci, jak: zmniejszona czgsto$¢ infekcji, skrocenie antybio-
tykoterapii, zmniejszenie czgstosci infekcji pooperacyjnych, skrocenie pobytu w szpi-
talu lub w OIT przy jednoczesnym braku dziatan niepozadanych. Wyrazono jedynie
obawy o bezpieczenstwo stosowania probiotykow [12, 51, 57, 72].

W pracy Dorona i wsp. [20] obejmujacej przeglad 24 badan odnoszacych si¢ do
oceny bezpieczenstwa stosowania probiotykow w réznych zagrozonych populacjach
takich, jak: dzieci, kobiety w cigzy, osoby w podesztym wieku, pacjenci z zespotem
jelita wrazliwego, uposledzong odpornoscig, opisano tylko dwa przypadki zdarzen
niepozadanych, ktore byly zwigzane z uzyciem probiotykow. U niemowlat urodzonych
przed 37. tygodniem lub z masg urodzeniowa ponizej 2500 g z martwiczym zapale-
niem jelit (NEC — necrotizing enterocolitis), u ktorych stosowano probiotyki, metaana-
liza 24 randomizowanych badan umozliwita wykazanie, ze probiotyki sg efektywne,
bezpieczne i dobrze tolerowane [2]. W 2011 roku zostat wydany przez Agency for
Healthcare Research and Quality (AHRQ) niezalezny, ekspercki raport Safety of Pro-
biotics to Reduce Risk and Prevent or Treat Disease, sponsorowany przez amerykans-
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kie agencje rzadowe. Oceniono 11977 publikacji, z ktérych wyselekcjonowano 622
badania. W 235 badaniach probiotyki uznano za dobrze tolerowane, w 387 badaniach
stwierdzono wystgpienie dziatan niepozadanych. Nie wykazano statystycznie czgstsze-
g0 wystepowania dziatan niepozadanych po stosowaniu probiotykow. We wnioskach
stwierdzono, ze dostgpne informacje sg niewystarczajace, aby odpowiedzie¢ na pytania
dotyczace bezpieczenstwa stosowania probiotykow [30].

Kolejny duzy przeglad opublikowali Bafeta i wsp. [8] w 2018 roku. Badacze
przeanalizowali 384 randomizowane badania z probiotykami, prebiotykami i synbioty-
kami, ktére obejmowaty zaréwno populacje ludzi zdrowych, jak i z r6znymi schorze-
niami. W 375 badaniach (98 %) nie okreslono definicji zdarzen niepozadanych lub
powaznych zdarzen niepozadanych, nie podano réwniez liczby uczestnikow wycofa-
nych ze wzgledu na wystapienie powiktan. W 28 % ocenionych badan nie zgtoszono
zdarzen niepozadanych, a w 37 % badan nie byto raportéw dotyczacych zagadnien
bezpieczenstwa. Wymienieni autorzy wskazuja, ze priorytetem dla oceny bezpieczen-
stwa 1 korzy$ci wynikajacych ze stosowania probiotykow w roéznych grupach konsu-
mentow jest odpowiednia, najlepiej ujednolicona metodologia badan. Nalezy $cisle
okresli¢ cele badawcze, dokonaé precyzyjnego wyboru badanych szczepéw mikroor-
ganizméw probiotycznych oraz ujednoli¢ punkty koncowe, a takze zasady raportowa-
nia dziatan niepozadanych i analizy wynikow [64].

Obowiazujgce przepisy prawne i stosowane rekomendacje

Brakuje jednolitego, akceptowanego powszechnie systemu regulujacego bezpie-
czenstwo stosowania probiotykow. Wedlug FAO/WHO mikroorganizmy stosowane
bezpiecznie od lat w zywnosci uzyskaty status organizméw bezpiecznych dla zdrowia
ludzkiego (ang. Generally Recognized as Safe, GRAS). Wprowadzono zasady stop-
niowej oceny probiotykow:

1. Identyfikacja szczepu.

2. Badania in vitro w ocenie wlasciwosci probiotycznych.

3. Badania in vivo z udziatem zwierzat i ludzi w celu okreslenia bezpieczenstwa sto-
sowania i skutecznosci.

Probiotyki sg klasyfikowane jako zywno$¢ lub suplementy diety (w Stanach
Zjednoczonych i w Europie), jako naturalne produkty zdrowotne (w Kanadzie) lub
jako zywno$¢ do szczego6lnych zastosowan zdrowotnych (w Japonii). W wigkszosci
krajow $wiata suplementy diety muszg spetnia¢ znacznie mniej wymagajace kryteria
regulacyjne i jako takie nie sg poddawane $cistej kontroli i monitorowaniu, w przeci-
wienstwie do lekarstw, ktoére w zakresie bezpieczenstwa podlegajg rygorystycznym
regulacjom i monitorowaniu, zaréwno przed dopuszczeniem do uzytku, jak i po wpro-
wadzeniu ich na rynek. W USA suplementy diety nic moga rowniez zawiera¢ sktadni-
kow, ktore podlegajg regulacjom dotyczacym nowych lekow (new drug or biologic),
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chyba, Zze byly dopuszczone do stosowania przed wprowadzeniem wyzej wymienio-

wych regulacji [66].

Celem stosowania probiotykow sg szeroko pojete efekty prozdrowotne, ale unika
si¢ okreslania, ze probiotyki wykazujg dziatanie lecznicze, gdyz implikacja takiego
podejscia byloby uznanie probiotykoéw za preparaty lecznicze lub leki (Investigational
New Drug). Powoduje to konieczno$¢ wdrozenia restrykcyjnych regulacji, w tym prze-
prowadzenia bardzo drogich randomizowanych badan klinicznych, co praktycznie
wyklucza mozliwo$¢ zastosowania probiotykow w zywnos$ci. Producenci preferujg
pozostawienie probiotykow w kategorii nie lekéw (non-drug) [70].

W 2006 roku Parlament Europejski opublikowal Rozporzadzenie dotyczace
o$wiadczen zywieniowych i1 zdrowotnych zwigzanych ze wszystkimi rodzajami zyw-
nosci [24]. Agencja odpowiedzialng w Unii Europejskiej za regulacje, ocen¢ i monito-
rowanie bezpieczenstwa zywnosci, suplementow zywnosciowych, a w zwiazku z tym
wigkszosci produktéw probiotycznych, jest Europejski Urzad Bezpieczenstwa Zywno-
sci (EFSA). Obecnie w Europie podstawowym dokumentem dotyczacym bezpieczen-
stwa probiotykow jest lista Qualified Presumption of Safety (QPS) [21]. Kryteria wpi-
sania mikroorganizmu na liste QPS (QPS-list) to: taksonomiczne okreslenie szczepu,
adekwatna ilo$¢ informacji dla ustalenia bezpieczenstwa, brak wlasciwosci patogen-
nych oraz dobrze okreslony cel zastosowania [1]. Status QPS jest oceniany przez dzia-
tajacy w ramach EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ). Od 2014 roku dwa
razy w roku wykonywana jest ocena mikroorganizméw rekomendowanych do wpisa-
nia, a co trzy lata ocena mikroorganizmow wczesniej wpisanych na listg, tzn. ustalany
jest status QPS. Brak mikroorganizmu na liscie QPS nie oznacza, Ze jest on niebez-
pieczny dla zdrowia, nie wyklucza réwniez mozliwosci stosowania produktow na tere-
nie Unii Europejskiej (wystarczy zasada dtugiej historii stosowania i niewystgpowania
dziatan niepozadanych). Oznacza jedynie, ze mikroorganizm nie zostal oceniony przez
EFSA [1]. Dotychczas EFSA odrzucita wszystkie przedtozone oswiadczenia zdrowot-
ne dotyczace probiotykow.

W Japonii zagadnienia dotyczace zywnosci prozdrowotnej sg regulowane przez
Ministerstwo Zdrowia, Pracy i Opieki Spotecznej (Ministry of Health, Labour and
Welfare). Zgodnie z wytycznymi ustawy wyrozniono trzy rodzaje zywnosci:

— zywno$¢ pehigca funkcje odzywcze (ang. Foods with Nutrient Function Claims

FNFC),

— zywno$¢ o zastosowaniach zdrowotnych (ang. foods for specified health uses,
FOSHU) — wptywajaca na fizjologiczne procesy w organizmie, ktora wymaga za-
twierdzenia przez Ministra Agencji Spraw Konsumenckich,

— zywnos$¢ do specjalnych zastosowan dietetycznych (ang. foods for specified health
uses, FOSDU) — obejmuje zywno$¢ dla niemowlat, kobiet w cigzy, kobiet karmig-
cych, starszych ludzi i zywno$¢ dla chorych.
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Zywnos$é do szczegdlnych zastosowan zdrowotnych (FOSHU) zawiera sktadniki
funkcjonalne, ktore wptywajg na procesy fizjologiczne i biologiczng aktywno$¢ orga-
nizmu. Celem jest osiagni¢cie efektu prozdrowotnego. Jezeli Zzywnos¢ ma by¢ sprze-
dawana jako zywno$¢ do okreslonych zastosowan zdrowotnych, wymagane jest uzy-
skanie pozwolenia, a po wprowadzeniu na rynek instytucje rzagdowe sprawuja kontrolg
dotyczaca efektéw prozdrowotnych i bezpieczenstwa. Proces zatwierdzania zywnoSci
FOSHU wymaga przeprowadzenia szczegoétowych badan naukowych [29].

Doniesienia o zdarzeniach niepozadanych z udziatem probiotykéw sklonity rzady
niektérych krajéw do wprowadzenia szczegdtowych regulacji. Na przyktad w 2009
roku w Norwegii wprowadzono zalecenie niestosowania probiotykow u ci¢zko cho-
rych pacjentéw, w tym u osob z biegunka zwigzang z antybiotykami oraz w infekcji
Clostridium difficile [46]. W 2013 roku grupa ekspertow belgijskich po szczegotowej
analizie zagadnien zwigzanych ze stosowaniem probiotykéw wydala raport ,,8651 Pro-
biotics”. Zalecono dokladng identyfikacj¢ szczepu probiotycznego, przeprowadzenie
oceny bezpieczenstwa szczepow probiotycznych w zywnosci, jak rowniez wprowa-
dzono wymoég znakowania produktu zawierajacego probiotyki [32].

Oproécz regulacji migdzynarodowych i krajowych dotyczacych probiotykow for-
mutowane sg opinie i wytyczne organizacji eksperckich, ktore stanowig cenne uzupet-
nienie praktycznych aspektow stosowania probiotykow. W 2006 roku eksperci Product
Safety Forum of Europe (PROSAFE) opracowali rekomendacje w zakresie bezpie-
czenstwa stosowania probiotykow. Wytyczne zawierajg m.in. zakaz stosowania szcze-
poéw potencjalnie probiotycznych, ktére nie wystepuja naturalnie (wild-type) jako do-
datki do zywnosci dla ludzi i zwierzat oraz zakaz stosowania szczepow zawierajacych
geny o znanej i/lub potwierdzonej wirulencji. Jako wiarygodne narzedzie badania pro-
biotykoéw do oceny bezpieczenstwa i wykrycia wystgpowania cech patogennych reko-
mendowane s3 badania probiotykow in vivo na modelach zwierzecych oraz randomi-
zowane badania kolonizacji u ludzi, z uzyciem placebo w podwdjnie $lepej probie [50].
W 2013 roku Miedzynarodowe Naukowe Stowarzyszenie Probiotykow i Prebiotykow
(The International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISAPP) zorga-
nizowato spotkanie ekspertow klinicznych i naukowcow z roéznych dziedzin (m.in.
gastroenterologow, pediatrow, lekarzy medycyny rodzinnej, mikrobiologdw, genety-
kéw, immunologow, ekspertdw z zakresu nauk o zywnosci) w celu ponownego zbada-
nia koncepcji zastosowania probiotykow i prebiotykow. Stwierdzono, ze urzedy
i agencje do oceny zywnosci probiotycznej i suplementdéw diety stosuja systemy pier-
wotnie zaprojektowane do oceny lekow. Eksperci ISAPP wyrazili brak akceptacji dla
stosowania kryteriow przeznaczonych do rejestracji lekow w USA 1 w Europie w przy-
padku zywnosci probiotycznej i wigkszosci suplementow diety. W opinii ekspertow te
niepotrzebne, biurokratyczne wymagania powoduja znaczacy wzrost kosztow zwigza-
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nych z koniecznoscig wprowadzenia do produkcji zywnosci standardow farmaceutycz-
nych [31].

Wazne opinie i rekomendacje ekspertow medycznych dotyczace bezpieczenstwa
1 klinicznych zastosowan probiotykow u dzieci sg opracowywane i publikowane przez
Grupe Roboczg do Spraw Pro- 1 Prebiotykéw (Working Group for Pro- and Prebiotics)
Europejskiego Towarzystwa Pediatrycznego Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia
(European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition
(ESPGHAN) [11]. W zwiazku ze stwierdzanymi rozbieznos$ciami i niepelnymi infor-
macjami producenta o deklarowanych w produkcie szczepach probiotycznych, takimi
jak: zla identyfikacja i klasyfikacja szczepow, zanieczyszczenia innymi szczepami,
brak oceny liczby kolonii i Zywotnosci szczepdéw, oczekiwane efekty prozdrowotne
moga by¢ znacznie ograniczone lub nieobecne. Ponadto, zanieczyszczenie produktu
probiotycznego innymi mikroorganizmami stanowi potencjalne zagrozenie wystapie-
niem nieoczekiwanych powiktan. W 2017 roku Grupa Robocza wyrazita opini¢ o ko-
nieczno$ci opracowania i wdrozenia mechanizméw kontroli w zakresie dostgpnych na
rynku produktéw zawierajacych probiotyki. Zalecono rowniez, aby zdarzenia niepoza-
dane spowodowane probiotykami byly raportowane i rejestrowane przez odpowiednie
instytucje [13].

Gdy u$wiadomiono sobie, ze efekty prozdrowotne probiotykow utrudniajg kwali-
fikowanie ich jako sktadnikéw zywnosci i podlegaja one regulacjom dotyczacym le-
kow, pojawita si¢ nowa koncepcja podziatu probiotykdéw: na nutribiotyki i farmakobio-
tyki. Nutribiotyki sg definiowane jako sktadniki zywnosci lub zywnos¢, ktéra odgrywa
korzystng rolg w modyfikowaniu i utrzymaniu fizjologicznych funkcji organizmu,
zapewniajac tym samym utrzymanie zdrowia [6]. Zgodnie z zaproponowang kategory-
zacjg nutribiotyki obejmuja mikroorganizmy probiotyczne lub produkty zawierajace
probiotyki i podlegaja regulacjom i wymogom dotyczacym bezpieczenstwa zywnosci.
Stosowanie nutribiotykéw moze by¢ traktowane jako naturalna metoda terapeutyczna,
ktéra poprzez oddziatywanie na mikroflor¢ jelitowa moze korzystnie wptywac na
zdrowie [39]. W roku 2002 Colin Hill po raz pierwszy uzyt terminu farmakobiotyk.
Potwierdzeniem koncepcji farmakobiotykow sa wyniki badan myszy zakazonych bak-
teriami Listeria, opublikowane przez Hilla i wsp. w 2011 roku. W badaniach zastoso-
wano szczep komensalnych bakterii L. salivarius UCC118, ktore wytwarzaty bakterio-
cyng zabodjczg dla Listerii [31]. Zgodnie z proponowanym zatozeniem farmakobiotyk
jest stosowany jako lek w celu zapobiegania chorobom lub leczenia ich. Zaréwno nu-
tribiotyki, jak i1 farmakobiotyki moga korzystnie wplywaé na procesy fizjologiczne
1 by¢ przydatne w zapobieganiu i leczeniu chorob [39, 63].
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Podsumowanie

Wybdr whasciwego probiotyku, tj. bezpiecznego i skutecznego jest trudnym wy-
zwaniem, ktore wymaga rozwazenia wielu czynnikéw. Nalezy okresli¢ szczep lub
mieszaning szczepOw probiotycznych o odpowiedniej jakosci i stabilnosci, precyzyjnie
okresli¢ cel zastosowania. Na podstawie dostepnej wiedzy 1 oczekiwanych korzysci
trzeba wybra¢ grupe zdrowych konsumentow lub ludzi chorych z uwzglgdnieniem
rodzaju schorzenia i stopnia zagrozenia zdarzeniami niepozadanymi. Zgodnie z defini-
cja dawka mikroorganizmow probiotycznych powinna by¢ adekwatna, co jednak nie
jest sprecyzowane, gdyz zadna dawka nie zostata podana w wytycznych i rekomenda-
cjach. Nie okreslono réwniez czasu ich stosowania [7]. Probiotyki sg dostgpne w sze-
rokiej gamie zywnosci i preparatow, jak: jogurty, napoje fermentowane, proszki, sasze-
tki lub liofilizowane kapsutki i tabletki. Z uwagi na brak odpowiednich i spojnych
regulacji, jako$¢ oferowanych na rynku produktow moze by¢ rozna. W kilku badaniach
wykazano rozbiezno$ci dotyczace informacji na etykiecie produktu w poréwnaniu do
niezaleznej analizy skladnikow. Stwierdzono nizsza od deklarowanych przez produ-
centa liczbe drobnoustrojow. W niektérych przypadkach nie wykryto szczepu opisane-
go w informacji o produkcie lub znaleziono zanieczyszczenia innymi szczepami [61].

Stosowanie probiotykow nie niesie zwigkszonego ryzyka wystapienia dziatan
niepozadanych u ludzi zdrowych. W grupie konsumentéw o zwigkszonym ryzyku wy-
stgpienia dzialan niepozadanych decyzja o podawaniu probiotykéw powinna uwzgled-
nia¢ ocen¢ korzysci i zagrozen. Ocena bezpieczenstwa stosowania probiotykow po-
winna odnosi¢ si¢ do konkretnego szczepu. Przeglad dostgpnych badan wskazuje na
korzystny wptyw probiotykéw na zdrowie, jednak niezbg¢dne sg dalsze badania i uregu-
lowania prawne w celu rozszerzenia mozliwosci wprowadzania nowych produktow
probiotycznych, przeznaczonych dla najwigkszej grupy — zdrowych konsumentow.
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SAFETY IN USE OF PROBIOTICS BY HUMANS

Summary

Consumers perceive probiotics as natural food ingredients, the use of which brings health benefits.
There are numerous research studies conducted in a healthy people population and they indicate a good
tolerability of probiotics. Adverse events occur rarely, they often are mild and do not require additional
interventions. The possibility of serious adverse events should be considered in the case of groups with an
increased risk of adverse reactions. In the group of the most seriously ill, probiotics can bring the greatest
benefits, but the decision to use them should take into account the potential risk of complications. Despite
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numerous research studies and meta-analyses, it was not possible to define precise indications and contra-
indications on the use of probiotics. The current rules and regulations on the use of probiotics are not
uniform. In North America, of key importance is a principle of long-time and safe for health use of micro-
organism, which is called a GRAS status (Generally Recognized as Safe). In the European Union, Europe-
an Food Safety Authority (EFSA) is responsible for regulation and monitoring of the safety of probiotics.
There is a list of microorganisms that have been considered safe and are approved for use (QPS — Quali-
fied Presumption of Safety). In North America as well as in Europe the regulations are restrictive and the
claims for approval for use of the new microorganism require numerous and expensive scientific research.
In the paper the safety-in-use of probiotics was assessed in a group of healthy people and of those with
increased risk of adverse reactions. Also the documents were reviewed that regulate the safe use of micro-
organisms.

Key words: probiotics, health benefits, safety, undesired effects, randomised controlled tests, QPS
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BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ W TYM SZCZEPY
PROBIOTYCZNE JAKO REZERWUAR GENOW OPORNOSCI
NA ANTYBIOTYKI

Streszczenie

Antybiotykoopornos$¢ stata si¢ jednym z gtdéwnych probleméw dotyczacych bezpieczenstwa zdrowia
publicznego. Przez dlugi czas zjawisko opornosci bakterii na antybiotyki wiazano jedynie z presja selek-
cyjna w srodowisku szpitalnym. Dopiero wzrastajaca wiedza na temat genetycznych podstaw opornosci
oraz mechanizmow, jakie towarzysza jej przekazywaniu, ukierunkowata badaczy na kompleksowe spoj-
rzenie w jej epidemiologie. Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) zostaly uznane za bezpieczne ze statu-
sem GRAS (Generally Recognized as Safe) 1 QPS (Qualified Presumption of Safety), nadanym przez
wiadze FDA i EFSA. Jednakze badania ostatnich lat wskazuja, ze zarowno wsrod szczepoéw wchodzacych
w sktad kultur starterowych, jak i probiotycznych, wystepuja takze oporne na antybiotyki, ktéore moga
przekaza¢ t¢ opornos$¢ innym drobnoustrojom. Jesli opornos$¢ ta jest cecha wrodzona, zwiazang z informa-
cja zakodowang w chromosomie, nie ma powodu do niepokoju. Niestety coraz czgsciej obserwowane sg
szczepy z opornoscig tzw. nabyta na skutek mutacji punktowych lub transferu genéw. Oba te zjawiska
prowadza w konsekwencji do trwatego dziedziczenia opornosci, a takze do jej rozprzestrzeniania droga
transferu horyzontalnego (HGT). Wskutek transferu w komorkach pojawiaja si¢ nowe geny opornosci,
przenoszone na ruchomych elementach genetycznych, takich jak plazmidy, transpozony, sekwencje inser-
cyjne. Coraz czg$ciej pojawiaja si¢ niepokojace doniesienia wskazujace, ze LAB, w tym szczepy probio-
tyczne, wykazuja oporno$¢ nabyta na coraz wigcej grup antybiotykow, zwlaszcza na tetracykliny, makro-
lidy, glikopeptydy czy amfenikole. U wielu z tych szczepow stwierdza si¢ obecno$¢ determinant
opornosci na ruchomych elementach genetycznych, a takze potwierdza si¢ ich zdolno$¢ do przekazywania
genow na drodze HGT do innych bakterii, w tym patogennych.

Stowa kluczowe: antybiotykoopornos¢, LAB, probiotyki, horyzontalny transfer genéw

Wprowadzenie

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) podkreslita, ze problem wzrastajacej an-
tybiotykoopornosci drobnoustrojow jest na tyle powazny, ze zagraza osiggnigciom
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wspotczesnej medycyny, a infekcje spowodowane bakteriami opornymi na dziatanie
antybiotykow sg obecnie jednym z najwazniejszych probleméw zdrowotnych na $wie-
cie. Doniesienia ostatnich lat wskazuja, ze problem wystepowania szczepoéw opornych
na antybiotyki dotyczy nie tylko srodowiska szpitalnego, ale takze izolatow z innych
zrodet, w tym coraz czg$ciej obserwowany jest u szczepow izolowanych z zywnosci.
Niemniej jednak badacze skupiajg si¢ na antybiotykoopornosci bakterii chorobotwor-
czych 1 oportunistycznych wystepujacych w zywnos$ci niz bakterii fermentacji mleko-
wej (LAB — ang. Lactic Acid Bacteria), ktore maja dtuga histori¢ stosowania w prze-
mys$le spozywczym. Uzywane sa jako kultury starterowe, kultury ochronne oraz
probiotyczne. Jest to duza, heterogenna grupa drobnoustrojow, do ktorej naleza pa-
teczki z rodzajow Lactobacillus, Bifidobacterium, Carnobacterium oraz ziarniaki Lac-
tococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus 1 Enterococcus.

Dla kilku rodzajow bakterii fermentacji mlekowej Europejski Urzad ds. Bezpie-
czenstwa Zywnosci (EFSA) zaproponowal wartosci graniczne (ang. breakpoint) okre-
slajace warto$¢ MIC (ang. minimal inhibitory concentration) lub wielkos¢ strefy za-
hamowania wokol krazka z antybiotykiem, ktore kwalifikujg szczep do kategorii:
wrazliwy, $rednio wrazliwy lub oporny. W zwiagzku z tym nalezatoby zwracaé szcze-
g0lng uwage na oporno$¢ na antybiotyki wskazane przez EFSA, aby oceni¢ bezpie-
czenstwo 1 skuteczno$¢ nie tylko nowych gatunkow i szczepow przed wprowadzeniem
ich do produktow spozywczych, ale i zweryfikowac¢ od lat stosowane w przemysle
kultury starterowe i probiotyczne. Najwazniejszym czynnikiem decydujgcym o kwestii
bezpieczenstwa danego szczepu jest mozliwo$¢ przeniesienia opornosci, a nie samo jej
wystepowanie. Konieczne jest zatem okreslenie, czy geny opornosci znajdujg si¢ na
mobilnych elementach genetycznych, czy tez jest to cecha wrodzona. Naturalna opor-
no$¢ LAB i probiotykéw na antybiotyki sama w sobie nie jest niebezpieczna, a wrecz
pozadana. Zagrozeniem moze sta¢ si¢ tylko wtedy, gdy jest mozliwa do przeniesienia.

Wiekszos¢ probiotykow jest wprowadzana do organizmu konsumenta w duzych
ilosciach, zatem obecnos¢ determinant opornosci na antybiotyki w ich genomie musi
by¢ systematycznie badana [33]. Aby zapobiec niepozadanemu przenoszeniu oporno-
$ci do mikroflory endogennej, probiotyki nie powinny charakteryzowac si¢ oporno$cia
nabyta. Oporno$¢ nabyta zwigzana jest najczesciej ze zmianami w genomie jako skutek
mutacji punktowych (losowych), ktére sg nastepstwem bledow w sekwencji nukleoty-
dowej materialu genetycznego lub mogg by¢ wynikiem nabywania genu albo zespotow
gendw determinujacych opornos$¢ na antybiotyki od innych bakterii opornych. To dru-
gie zjawisko zachodzi znacznie czg¢$ciej, natomiast oba prowadza w konsekwencji do
trwatego dziedziczenia opornosci, a takze do jej rozprzestrzeniania drogg transferu
horyzontalnego [45]. Na skutek horyzontalnego transferu genéw w komorkach poja-
wiaja si¢ nowe geny opornosci przenoszone na ruchomych elementach genetycznych,
jak plazmidy, transpozony lub sekwencje insercyjne. Niejednokrotnie prowadzi to do
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powstania tzw. szczepdéw wieloopornych (MDR — ang. Multi Drug Resistance), czyli
wykazujacych niewrazliwos¢ na co najmniej jeden antybiotyk z trzech lub wigcej klas,
aktywnych wobec danego gatunku drobnoustrojow. Pojawianiu si¢ szczepdw wielo-
opornych sprzyja jednoczesne kodowanie kilku réoznych genéw opornosci na tym sa-
mym elemencie genetycznym.

Mechanizm horyzontalnego transferu genéw

Narastajgca oporno$¢ LAB na antybiotyki wigzana jest m.in. z wyksztalceniem
przez nie efektywnych mechanizméw transferu genow. LAB wykazuja niezwykty po-
tencjal w wymianie materiatu genetycznego pomiegdzy sobg, jak i z innymi gatunkami
[28]. Stanowig one mikroflore zywnos$ci i rownoczesnie wykazuja zdolnos¢ do prze-
zywania w dolnych odcinkach przewodu pokarmowego, co powoduje, ze maja kontakt
z wieloma rodzajami bakterii, zatem majg warunki, aby przekazywa¢ im wtasny mate-
riat genetyczny. W przekazywaniu genow biora udziat ruchome elementy genetyczne,
ktére moga by¢ transferowane pomiedzy réznymi gatunkami, a nawet rodzajami bakte-
rii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [11]. Horyzontalny transfer genéw (HGT) po-
zwala bakteriom na szybkie nabywanie kompleksu nowych cech i jest kluczowym
elementem ich ewolucji. Transfer genow LAB najczgsciej odbywa si¢ w wyniku ko-
niugacji oraz transdukcji (rys. 1).

Koniugacja jest procesem, podczas ktorego element koniugacyjny (transpozon lub
plazmid) jest przenoszony pomigdzy bakteriami podczas bezposredniego kontaktu
w procesie semikonserwatywnej replikacji. Najbardziej powszechnym mechanizmem
horyzontalnego transferu genow jest koniugacja z udziatem plazmidéw. Plazmidy to
najczesciej koliste, samoreplikujace si¢ czasteczki DNA. W LAB wyodrebniono pla-
zmidy koniugacyjne, ktore kodujg wszystkie niezbedne do mobilizacji biatka oraz pla-
zmidy niekoniugacyjne. Wérdd koniugacyjnych wyodrebniono trzy klasy plazmidow
zdolnych do replikacji: koliste, Inc18 oraz zalezne od feromonéw [21]. W LAB najcze-
$ciej stwierdzanymi sg plazmidy o szerokim zakresie gospodarzy: pAMB1, pIP501
1pVA797:Tn917, ktorych horyzontalne przenoszenie mi¢dzy drobnoustrojami przy-
czynia si¢ do rozprzestrzeniania si¢ opornosci [23]. Mozna tu wymieni¢ m.in. plazmid
pMD5057 niosgcy geny opornosci na tetracykliny, plazmid pLME300 L. plantarum
Zwigzany w opornoscig na erytromycyne i streptogramine A, ktérego obecnos¢ stwier-
dzono w L. fermentum oraz plazmid pRE25 naturalnie wystepujacy w Enterococcus
faecalis, ale wystepujacy tez wsrod szczepow Lactococcus lactis, kodujacy opornosé
na erytromycyne i chloramfenikol [15, 34]. Wsrdéd LAB szczepy nalezace do rodzaju
Lactobacillus czgsciej wymieniane sg jako donory, a szczepy Lactococcus jako akcep-
tory plazmidow niosgcych oporno$¢ na antybiotyki.
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Opornos¢ bakterii fermentacji mlekowej na antybiotyki
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Objasnienia / Explanatory notes:

Oporno$¢ bakterii fermentacji mlekowej na antybiotyki / antibiotic resistance of lactic acid bacteria; wro-
dzona / intrinsic; nabyta / acquired; kodowana chromosomalnie / chromosomally coded; niskie ryzyko
przeniesienia opornosci lub brak ryzyka / low risk of resistance transfer or no risk; mutacje / mutations;
horyzontalny transfer gendow / horizontal gene transfer; transformacja / transformation; koniugacja /
conjugation; martwa komoérka dawcy / dead donor cell; transfer wolnego DNA / free DNA transfer; gen
opornosci / resistance gene; transfer gendw do plazmidu albo chromosomu / gene transfer to a plasmid or
chromosome; komorka biorcy / recipient cell; komorka dawcy / donor cell; plazmid / plasmid; fagi / pha-
ges; transdukcja / transduction; komorka dawcy zainfekowana fagami / donor cell infected with phages.

Rys. 1. Mechanizmy opornosci LAB na antybiotyki i horyzontalny transfer genéw (HGT)
Fig. 1. Mechanisms of LAB antibiotic resistance and horizontal gene transfer (HGT)
Zrédto / Source: opracowanie wiasne / the author’s own study

Koniugacja moze takze zachodzi¢ z udzialem transpozondéw. Potocznie zwane sg
one ,,skaczgcymi genami”. Najwicksza role odgrywaja transpozony koniugacyjne,
ktoére mogg by¢ przekazywane pomigdzy komoérkami. Wystepujg w formie zintegro-
wanej z chromosomem bakteryjnym lub plazmidem. Przekazywanie transpozonow
zachodzi podobnie jak plazmidéw koniugacyjnych. Transpozon wiacza si¢ do genomu
w komorce biorcy. Wystepuja one najczesciej w szczepach Lactococcus (Tn5276
1 Tn5301), Lactobacillus (Tn916/Tnl545) i Streptococcus (Tn3701) [34]. Najczesciej
przenoszone sg na nich geny determinujgce opornos¢ na tetracykliny, gtownie tet(M),
chloramfenikol (caf) i kanamycyng¢ (aphA3) [41].

Warunkiem niezbednym do procesu koniugacji z udziatem plazmidéw lub trans-
pozonéw jest obecnos¢ czynnikow powodujacych agregacje komorek przy wysokiej
koncentracji mieszaniny dawcy i biorcy. Wytworzenie agregacji, czyli specyficznego
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srodowiska, w ktorym koniugacyjne przekazywanie plazmidow jest ulatwione, jest
istotnym warunkiem w Srodowisku ptynnym. Transfer mi¢dzy komoérkami przylegaja-
cymi do powierzchni wspomagany jest przez biatka powierzchniowe [11].

Transfer gendw opornosci w LAB moze takze zachodzi¢ na drodze transdukcji
i transformacji. Transdukcja jest procesem polegajagcym na przenoszeniu materiatu
genetycznego z komorki do komorki za posrednictwem bakteriofaga, a wigc nie wy-
maga bezposredniego kontaktu pomiedzy dawcg i biorcg. Niemniej jednak zaréwno
transformacja, jak i transdukcja sa3 mechanizmami zdecydowanie rzadziej wystepuja-
cym w LAB niz koniugacja. Jednym z powoddw jest udziat w koniugacji catego wa-
chlarza mobilnych elementéw genetycznych. Istnieje takze hipoteza, ze koniugacja
pozwala na wymian¢ materialu genetycznego migdzy gatunkami i rodzajami, podczas
gdy transformacja i transdukcja ograniczona jest do wymiany materiatu genetycznego
w obrgbie tego samego gatunku [23].

Antybiotykooprono$é wybranych gatunkow bakterii fermentacji mlekowej

Najwigksza grupa wsrod bakterii kwasu mlekowego i prawdopodobnie najpow-
szechniej stosowang jako probiotyki w roznych produktach spozywczych sg szczepy
nalezace do rodzaju Lactobacillus. Najlepiej scharakteryzowany jest ich fenotyp wyni-
kajacy z naturalnej (wrodzonej) opornosci na wankomycyne¢ nalezaca do glikopepty-
dow. Antybiotyk ten wchodzi w kontakt z prekursorami peptydoglikanu po stronie
$ciany komorkowej blony cytoplazmatycznej 1 wiaze si¢ z koncem D-alanylo/
D-alaniny pentapeptydu, zapobiegajac polimeryzacji prekursorow peptydoglikanu.
W kilku gatunkach LAB koncowa reszta D-alaniny jest zastgpiona przez D-mleczan
lub D-seryn¢ w muramylopentapeptydzie, zapobiegajac wigzaniu wankomycyny [13].
Potwierdzono wrodzong opornos¢ na wankomycyne takich gatunkéw, jak Lb. paraca-
sei, Lb. salivarius 1 Lb. plantarum.

Wsrod LAB odnotowano takze naturalng oporno$¢ na inhibitory syntezy kwasow
nukleinowych, takie jak: trimetoprim, a takze bacytracyne, ciprofloksacyng, czy kwas
fusydowy [3]. Gatunki nalezace do tego rodzaju wykazujg wrazliwo$¢ na antybiotyki,
ktérych mechanizm dziatania polega na hamowaniu syntezy $ciany komorkowej, m.in.
penicyling i ampicyline [16]. Sa one podatne takze na chloramfenikol, erytromycyne
1 klindamycyne, czyli antybiotyki hamujace synteze biatek [12]. W badaniach prowa-
dzonych na izolatach z produktow mleczarskich wykazano oporno$¢ na erytromycyne,
tetracykling, chloramfenikol i wankomycyne [30, 43, 44]. Ponadto wigkszo$¢ bada-
nych szczepow wykazuje oporno$¢ na metronidazol, co wynika z ich naturalnej opor-
nos$ci na sulfonamidy i trimetoprim, podczas gdy zazwyczaj sa wrazliwe na piperacyli-
n¢ oraz piperacyling z tazobaktamem. Czgsto obserwowana jest tez oporno$¢ na
aminoglikozydy, jak: neomycyna, kanamycyna, streptomycyna i gentamycyna [12,
15].
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Tabela 1.  Genetyczne determinanty oporno$ci LAB na antybiotyki
Table 1.  Genetic determinants of antibiotic resistance identified in LAB

Geny Oporno$é Mechanizm Lokalizacja Literatura
Genes Resistance Mechanism Localisation Literature
aac(6)-aph(2) Aminoglikozydy modyfikacja
ant(6) Aminoel d enzymatyczna - [38]
aph(3)-Illa minogiycosides enzymatic modyfication
blaZ f-laktamy hydroliza antybiotyku chromosom 5]
@ B-lactams antibiotic hydrolysis chromosome
. hamowanie biosyntezy .
cat Amfenikole biatka / inhibition of plazmid [26]
Amphenicols o . plasmid
protein biosynthesis
erm(A) plazmid, transpozon
erm(B) metylacja rybosomowa chromosom
erm(C) MLS ribosomal methylation | plazmid, transposon [26, 42]
erm(T) chromosome
InuAd Linkozamidy erl?;cir};gkigsa plazmid / plasmid 39, 47]
InuG Lincosamide ymaty . | transpozon / transposon ’
enzymatic modyfication
Makrolidy
mef 4 Macrolides efflux ) [10]
Makrolidy, linkozaminy,
streptograminy )
mrs € Macrolides, lincosamides, efflux [42]
streptogramines
tet(K Tetracyklin . .
tetEL; Tetracy}f]cling; efflux plazmid / plasmid [42]
tet(W)
tet(M) plazmid, transpozon
h
iei ((OS; Tetracykliny ochrona rybosomu ¢ r;)a r;l::izm 4.5]
¢ Tetracyclines ribosom protection P ?
tet(Q) transposon
tet (36) chromosome
tet(Z)
Chinuprystyna- . .
vat(E) dalfoprystyna acett.}l/)l.actj'a ant};bllottyku - [37]
Quinupristin-dalfopristin antibiotic acetylation

Z kolei oporno$¢ nabytg szczepy Lactobacillus najczesciej wykazujg na tetracy-
kling [31]. Stwierdzono u nich co najmniej 11 réznych genow odpowiedzialnych za
oporno$¢ na ten antybiotyk, w tym: tet(W), tet(M), tet(S), tet(O), tet(Q), tet(36), tet(Z),
tet(W/O) oraz pompy efflux kodujace geny tet(K) oraz tet(L) [33]. Geny kodujgce
oporno$¢ na chloramfenikol — cat stwierdzano u Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii
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subsp. bulgaricus [26], Lb. johnsonii [37], Lb. reuteri oraz Lb. plantarum [1]. Wsrdd
genow kodujacych opornos$¢ na erytromycyng najczesciej stwierdzanym u Lactobacil-
lus jest gen erm(B), rzadziej pozostate, takie jak erm(A), erm(C), erm(T) kodujgce
oporno$¢ na makrolidy, linkozamidy i streptograminy (MLS) [37, 44]. Gen erm(B) byt
stwierdzany m.in. u takich gatunkow jak Lb. fermentum, Lb. vaginalis, Lb. plantarum,
Lb. salivarius, Lb. acidophilus, Lb. animalis 1 S. thermophilus. Wérod gendéw koduja-
cych oporno$¢ na antybiotyki aminoglikozydowe dominujg aac(6)-aph(2), ant(6)
1 aph(3)-1lla [38]. Czesto stwierdza si¢ takze geny kodujace oporno$¢ na linkozamidy
nu(A) 1 Inu(G) [26, 29, 39, 47]. Z kolei za opornos¢ na streptograminy odpowiada
najczesciej gen vat(E) [37] (tab. 1).

W szczepach bakterii probiotycznych stwierdzano m.in. obecnos¢ genow erm(B)
i/lub tet(W), tet(M) [30]. Geny opornosci tet(W) i Inu(A) stwierdzono m.in. w komer-
cyjnym szczepie probiotycznym Lb. reuteri ATCC 55730 [29]. Ponadto Hummel
i wsp. [26] w szczepie probiotycznym Lb. salivarius BFE 7441 stwierdzili obecnosé¢
genu erm(B) na chromosomie. W innych badaniach dowiedziono, ze probiotyczny
szczep Lb. plantarum CCUG 43738 wykazywat fenotypowa opornos¢ na tetracykling
i minocykling, stwierdzono takze obecnosc tet(S) na plazmidzie [27].

Paleczki nalezace do rodzaju Bifidobacterium sp. charakteryzuja si¢ wrazliwos$cia
na ampicyling, cefotaksym i erytromycyng. Natomiast oporno$¢ przy wysokich warto-
$ciach MIC stwierdzono wobec streptomycyny i gentamycyny [35]. Szczepy izolowa-
ne z zywnos$ci wykazywaly opornos¢ na aminoglikozydy, cykloseryng, kwas nalidyk-
sowy 1 opornos¢ na kanamycyne, polimyksyne B oraz aztreonam [14]. Bifidobakterie
sg tez naturalnie oporne na mupirocyn¢ oraz duze st¢zenia aminoglikozydow [36, 40].

W szczepach Bifidobacterium (B. animalis subsp. lactis i1 B. thermophilum) ziden-
tyfikowano m.in. gen kodujacy biatko zabezpieczajace rybosom oraz transpozon
Tn5454 [43]. Czgsto obserwowana opornos¢ rodzaju Bifidobacterium na tetracykling
kodowana jest zazwyczaj przez geny tet(W), tet(M), tet(O), tet(W/32/0) i tet(O/W), co
stwierdzono u kilku gatunkoéw Bifidobacterium, w tym B. longum (subsp. infantis
i subsp. longum), B. breve, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. pseudocatenulatum
i B. thermophilum [2, 3, 19, 24, 43]. Gen tet(W) oznaczono w szczepach B. longum
1 we wszystkich szczepach B. animalis subsp. lactis [2, 3, 24] izolowanych z fermen-
towanych produktow mlecznych. Wiele z wyzej wymienionych determinant genetycz-
nych wystepuje na ruchomych elementach, takich jak transpozony i plazmidy, ktore
moga rozprzestrzenia¢ geny opornosci na antybiotyki gldwnie za pomocg mechani-
zméw koniugacyjnych.

W porownaniu z liczbg doniesien dotyczacych antybiotykoopornosci bakterii
zrodzaju Lactobacillus, informacji na temat Lactococcus jest stosunkowo niewiele.
Moze to wynika¢ z faktu, ze sposrod wszystkich gatunkéw nalezacych do rodzaju Lac-
tococcus jedynie L. lactis subsp. lactis 1 L. lactis subsp. cremoris majg zastosowanie
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w przemysle spozywczym. Dane literaturowe wskazuja, ze bakterie z rodzaju Lacto-
coccus wykazuja naturalng opornos$¢ na metronidazol, trimetoprim, gentamycyng
i kanamycyne [20]. Wrazliwe sg z kolei na rifampicyne, chloramfenikol, antybiotyki
B-laktamowe oraz erytromycyneg, wankomycyne, linkomycyne i teikoplaning [17].
Najczescie] wskazywana jest opornos$¢ na tetracykliny, kodowana glownie przez gen
tet(M). Stwierdza si¢ takze obecnos¢ szczepow opornych na erytromycyng, za co od-
powiedzialny jest gen erm(B) [18]. W literaturze znajduja si¢ takze pojedyncze donie-
sienia dotyczace opornosci Lactococcus na inne antybiotyki, na przyktad trimetoprim,
za co odpowiedzialny jest gen dfrA, rifampicyng, czy kloksacyling. Na podstawie ana-
lizy danych literaturowych mozna stwierdzi¢, ze antybiotykooporno$¢ szczepow Lac-
tococcus nie jest powszechnie wystepujacym problemem.

Biorac pod uwage, ze niektore szczepy nalezace do rodzaju Enterococcus sa zali-
czane do patogendéw oportunistycznych, nadal dyskusyjne jest ich stosowanie jako
probiotykow u ludzi. Dotychczas jedynie gatunek E. faecium znalazt zastosowanie jako
probiotyk i to gléwnie dla zwierzat. Paciorkowce z rodzaju Enterococcus charaktery-
zuja si¢ opornoscig wrodzong na: cefalosporyny (wszystkich generacji), trimeto-
prim/sulfametoksazol, linkozamidy (klindamycyn¢), mate stezenia aminoglikozydow
[25]. Za szczegoblnie niebezpieczng uwaza si¢ oporno$¢ enterokokow na wankomycy-
ng, ktora jest lekiem ostatniej szansy w zakazeniach enterokokowych. U enterokokow,
w odroznieniu od szczepoéw nalezacych do rodzaju Lactobacillus, opornos¢ na wan-
komycyne jest cechg nabyta, kodowang na mobilnych elementach genetycznych. Pod
wzgledem opornosci na wankomycyne enterokoki charakteryzuja si¢ duza niejedno-
rodnoscig zarowno fenotypows, jak i genotypowa. Szczepy wytwarzajace prekursory
peptydoglikanu konczace si¢ dipeptydem D-Ala-D-Lac wykazujga oporno$¢ na duze
stezenia wankomycyny i teikoplaniny, natomiast zakonczone D-Ala-D-Ser — jedynie
na male stezenia wankomycyny [13]. Ze wzgledu na szybko$¢ oraz czesto$¢ rozprze-
strzeniania si¢ najwicksze znaczenie majg fenotypy VanA i VanB, ktorych geny zloka-
lizowane s3 na ruchomych elementach genetycznych. Fenotyp VanA indukowany
przez wankomycyng i teikoplaning charakteryzuje enterokoki oporne na duze st¢zenia
tych antybiotykow. Przenoszenie genow vanA odbywa si¢ przez transpozon Tn/546
znajdujacy si¢ na plazmidzie lub fragmencie chromosomu. Paciorkowce z rodzaju
Enterococcus o fenotypie VanB wykazuja oporno$¢ na roézne stezenia wankomycyny
oraz wrazliwo$¢ na teikoplaine. Induktorem tego fenotypu jest wytacznie wankomycy-
na. Geny vanB przekazywane sg migdzy komoérkami drobnoustrojéw za pomocg du-
zych koniugacyjnych elementéw genetycznych, takich jak transpozon: Tn/549,
Tni547, Tn5382, ktore moga by¢ przenoszone mi¢dzy chromosomami [22].

Mobilne elementy genetyczne mogg by¢ przenoszone migdzy szczepami bakterii
fermentacji mlekowej do komodrek innych bakterii Gram-dodatnich, a takze Gram-
ujemnych. Oprocz transferu wewnatrzgatunkowego stwierdza si¢ takze mozliwos¢
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przekazywania genow szczepom Lactobacillus, Staphylococcus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, a nawet Listeria monocytogenes [34]. Z drugiej strony, pateczki kwa-
su mlekowego sg w stanie pozyska¢ determinanty opornosci od innych bakterii Gram-
dodatnich [23]. Poza badaniami in vitro, potencjalne ryzyko zwigzane z mozliwoscia
transferu genow od LAB wykazano rowniez na eksperymentalnych modelach zwierze-
cych [33]. Wszystkie te badania potwierdzajg hipoteze, ze wprowadzanie do przewodu
pokarmowego LAB, be¢dacych rezerwuarami genéw kodujacych oporno$¢ na antybio-
tyki, stwarza ryzyko przeniesienia tych genéw do mikroflory jelitowe;.

Opornos¢ bakterii fermentacji mlekowej na antybiotyki moze by¢ zwigzana takze
z mutacjami chromosomalnymi. W bakteriach szczepu L. rhamnosus zidentyfikowano
m.in. mutacje genu 23S rRNA zmniejszajaca powinowactwo erytromycyny do rybo-
somu [18]. Mutacje sa jednak bardzo rzadko zwigzane z mozliwoscig przeniesienia
oporno$ci pomiedzy szczepami [9].

Analizy molekularne, sekwencjonowanie genéw i analiza bioinformatyczna
w badaniach antybiotykoopornos$ci LAB

Zastosowanie metod molekularnych, takich jak analiza mikromacierzy czy inne
techniki molekularne jest niezwykle pomocne w okreslaniu podstaw genetycznych
nabytych fenotypow opornosci. Co wigcej, rosnaca dostepnosé sekwencji genomowych
i redukcja kosztow urzadzen do sekwencjonowania genomu stwarzaja nowe mozliwo-
$ci badan przesiewowych gendéw opornosci na antybiotyki [7].

W ostatnim roku pojawita si¢ praca zespotu badaczy z Wtoch i Irlandii, w ktorej
autorzy — Campedelli i wsp. [8] ustalili wzorce wrazliwo$ci na antybiotyki 182 szcze-
pow z rodzaju Lactobacillus 1 porownali ich fenotypy z genotypami na podstawie se-
kwencjonowania catego genomu. Zaskakujace byto to, ze wiele gatunkow wykazywato
poziom opornosci na antybiotyki przekraczajacy poziom zalecany przez EFSA. Auto-
rzy zasugerowali, ze wartosci definiujace MIC powinny zosta¢ ponownie zweryfiko-
wane. Dostarczyli tym samym dowodow na konieczno$¢ zmian wytycznych regulacyj-
nych dotyczacych oceny bezpieczenstwa szczepow probiotycznych.

Wartosci MIC dla szczepow LAB definiuje EFSA. Gdy MIC obserwowany
u szczepu probiotycznego jest wyzszy niz zdefiniowana warto$¢ graniczna, wowczas
nalezy przeprowadzi¢ badania genetyczne celem oznaczenia obecnosci gendw antybio-
tykoopornosci. Powinna to by¢ praktyka bezwzgledna, zanim probiotyk bedzie mozna
bezpiecznie stosowaé w zywnosci. Nie ma jednak standardow dotyczacych wykrywa-
nia i identyfikacji gendw oporno$ci na antybiotyki ani standardow badania mozliwosci
ich transferu miedzy ré6znymi izolatami i gatunkami. Dzieje si¢ tak dlatego, ze geny
opornosci sg liczne, co utrudnia standaryzacj¢ metod, a ich wykrywanie wymaga izola-
tow referencyjnych i sekwencji gendw, ktore nadal sg nieliczne lub niekompletne.
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Postepy w technologiach sekwencjonowania nowej generacji umozliwiajg se-
kwencjonowanie catego genomu oraz $ledzenie powstawania zmian w populacji i ana-
lizowanie r6znic genomicznych mi¢dzy osobnikami w obrebie populacji pod rdéznymi
presjami selekcyjnymi lub srodowiskami [6, 32]. Zsekwencjonowanie genomu Szczepu
referencyjnego pozwala na wykrycie mutacji poprzez poréwnanie sekwencji badanych
izolatow poddanych stresom $rodowiskowym z sekwencjg szczepow referencyjnych.
Zhang i1 wsp. [46] zbadali mechanizmy opornosci na streptomycyne¢ probiotycznego
szczepu L. plantarum ATCC 14917. Autorzy pasazowali szczep w podiozach ze
zwigkszajacym si¢ stezeniem streptomycyny. Po 25 dniach osiggni¢to minimalne ste-
zenie hamujace (MIC) o 8,192 razy wyzsze niz MIC pierwotnego izolatu macierzyste-
go L. plantarum ATCC 14917. Nastgpnie z zastosowaniem sekwencjonowania zbada-
no mechanizmy adaptacji i odpornosci tego szczepu. U opornego mutanta stwierdzono
mutacje w 5 genach zwigzanych z bialkiem rybosomalnym S12, biatkiem LPXTG,
biatkiem rodziny LrgA, biatkiem rodziny fosfatazy Ser/Thr i hipotetycznym biatkiem,
ktore moze korelowac z opornoscig na streptomycyng. Po pasazu w pozywce wolnej
od streptomycyny pozostat tylko zmutowany gen kodujacy rybosomalne biatko S12.
Chociaz warto$¢ MIC L. plantarum ATCC 14917 byla zmniejszona przy braku presji
selekcyjnej pozostawata 128-krotnie wyzsza niz wartos¢ MIC macierzystego izolatu,
wskazujge, ze biatko rybosomalne S12 moze odgrywa¢ wazng role¢ w opornosci na
streptomycyne. Badania te wskazujg, ze zamiast bada¢ transfer gendw za pomocg me-
tod in vivo lub in vitro, skutecznym sposobem kompleksowej oceny potencjalnych
genOw opornosci na antybiotyki i ich mobilno$ci szczepow probiotycznych moze by¢
sekwencjonowanie calego genomu i analiza bioinformatyczna.

Podsumowanie

Bakterie fermentacji mlekowej, w tym szczepy probiotyczne, moga stanowié re-
zerwuar gendw opornosci na antybiotyki. W zwigzku z niebywata zdolnoscia tej grupy
drobnoustrojow do wymiany materialu genetycznego niezbedne jest ciagle monitoro-
wanie nie tylko fenotypu, ale takze genotypu opornosci oraz okreslanie lokalizacji
determinant opornosci i mozliwosci ich przekazywania w warunkach in vivo.

Publikacja zostala napisana w wyniku odbywania przez autorki stazu w Pan-
stwowym Instytucie Weterynaryjnym w Pulawach, wspdfinansowanego przez
Unie Europejskq w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego (Program Opera-
cyjny Wiedza Edukacja Rozwoj), zrealizowanego w projekcie Program Rozwojowy
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (POWR.03.05.00-00-Z310/17).
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LACTIC ACID BACTERIA INCLUDING PROBIOTIC STRAINS AS A RESERVOIR
OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES

Summary

Antibiotic resistance has become one of the major issues pertaining to public health safety. For a long
time the phenomenon of bacterial resistance to antibiotics has been associated exclusively with selective
pressure in the hospital environment. It was only the increasing knowledge of the genetic basis of re-
sistance and the mechanisms accompanying its transmission that shifted the focus of researchers to com-
prehensively approach its epidemiology. Lactic acid bacteria (LAB) have been recognised as safe with the
GRAS (Generally Recognized as Safe) and QPS (Qualified Presumption of Safety) status granted by FDA
and EFSA. However, the recently conducted studies have shown that among the strains of the starter
cultures and probiotic strains, there are also those resistant to antibiotics, which can transmit their antibi-
otic resistance to other microorganisms. If the resistance is innate, associated with information encoded in
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the chromosome, it is not a cause for concern. Unfortunately, increasingly often, there are reported strains
with the so-called acquired resistance resulting from the spot mutations or gene transfer. As a consequence
those two phenomena lead to permanent resistance inheritance and to its propagation by horizontal gene
transfer (HGT). Owing to that gene transfer, in cells appear new resistance genes, which are transferred on
mobile genetic elements, such as plasmids, transposons and insertion sequences. More and more worrying
reports appear, which indicate that LAB including probiotic strains exhibit the acquired resistance to
a growing number of antibiotic groups, especially to tetracyclines, macrolides, glycopeptides and amphen-
icols. A number of those strains have been found to contain determinants of resistance on mobile genetic
elements and their ability has been confirmed to transfer genes by HGT to other bacteria including patho-
gens.

Key words: antibiotic resistance, LAB, probiotics, horizontal gene transfer



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2019, 26, 3 (120), 36 — 48

DOI: 10.15193/zntj/2019/120/295

ELZBIETA ROSIAK, DANUTA JAWORSKA

WEASCIWOSCI PROBIOTYCZNE I PREBIOTYCZNE MIODOW
PSZCZELICH W ASPEKCIE ICH JAKOSCI I BEZPIECZENSTWA
ZDROWOTNEGO

Streszczenie

Celem pracy byt przeglad dostgpne;j literatury w zakresie wlasciwosci zdrowotnych w tym probiotycz-
nych i prebiotycznych miodow pszczelich. Midd jest jednym z najbardziej zréznicowanych produktéw
pod wzgledem sktadu chemicznego, obejmujacym naturalne substancje bioaktywne a takze substancje
bakteriostatyczne lub antybiotykowe. Odmiany miodu r6zng si¢ mi¢dzy soba aktywnoscig i wtasciwo-
Sciami przeciwbakteryjnymi, a miod manuka cechuje si¢ najsilniejszymi wlasciwosciami w tym zakresie.
Obecnos¢ bakterii kwasu mlekowego w miodzie ma rowniez dziatanie przeciwbakteryjne. Produktami ich
metabolizmu sg bakteriocyny i kwasy organiczne w wyniku homo- i heterofermentacji. Mikroflora miodu
r6zni si¢ w zaleznosci od stadium dojrzatosci miodu. Miody dojrzewajace cechuja si¢ gldwnie obecnoscia
bakterii tlenowych, a grzyby plesniowe wystepuja w mniejszych ilosciach. W dojrzatych miodach najczg-
Sciej wystepuja grzyby plesniowe. Na podstawie obecnego stanu wiedzy mozna powiedzie¢ takze, ze
zwiazki fenolowe zawarte w miodzie majg wtasciwosci przeciwutleniajace. Oprocz niewatpliwych zalet
miodu, nalezy pamigta¢ o mozliwosci zanieczyszczenia miodu zarodnikami Clostridium botulinum.

Stowa kluczowe: miody, cechy sensoryczne, wlasciwosci probiotyczne, wlasciwosci prebiotyczne, bez-
pieczenstwo

Wprowadzenie

Do produktow pszczelich dostepnych na rynku zalicza si¢ mleczko pszczele, py-
tek, pierzge, wosk pszczeli, jednak najpopularniejszym produktem jest miod. Wyr6znia
si¢ miody rodzajowe: kwiatowe, nektarowe powstale z nektaru roslinnego oraz miody
spadziowe uzyskane gtoéwnie z wydalin owadow wysysajacych zywe czgsci roslin lub
wydzielin zywych czeéci roslin (Hemiptera) [19]. Podzial na miody odmianowe
uwzglednia przewage pylku dominujgcego w miodzie, dlatego miody nalezg do pro-
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duktéw niezwykle zréznicowanych pod wzgledem sktadu i whasciwosci. Warunkowa-
ne sg one przede wszystkim dobrostanem pszczot, rodzajem surowca, z ktoérego po-
wstat produkt oraz przebiegiem procesu dojrzewania. Najczesciej wymieniane wiasci-
wosci miodow wynikajg z ich dziatania przeciwdrobnoustrojowego, enzymatycznego
1 dietetycznego, cech sensorycznych, jak rowniez oddziatywania prebiotycznego oraz
obecnosci bakterii wykazujacych dzialanie probiotyczne. Niektore szczepy bakterii
kwasu mlekowego wykazujg korzystne dziatanie na organizm czlowieka polegajace na
normalizacji mikrobioty przewodu pokarmowego i odpowiedz antyalergiczng organi-
Zmu.

Sklad miodu a jego wlasciwosci prebiotyczne

Najliczniejsza grupa zwigzkow wystepujacych w miodzie sa weglowodany sta-
nowigce ok. 65 + 87 % (miody nektarowe — ok. 80 %, miody spadziowe — ok. 77 %)
wszystkich zwigzkow. Sposrdd monosacharydow wyrdznia si¢ glukoze (ok. 31 %) oraz
fruktoze (ok. 38 %). Disacharydy stanowig 3,29 + 18,60 %, w tym sacharoza — §rednio
1 % (z reguly jej zawartos¢ nie przekracza 3 %, a najwickszg zawarto$¢ sacharozy
wykazuja miody, ktore nie sa w petni dojrzate), maltoza — 2,8 + 7,5 % oraz w zniko-
mych ilo$ciach wystgpuja: izomaltoza, maltuloza, melibioza, turanoza, nigeroza, koji-
bioza, gencjobioza, laminoryboza. Trisacharydy obecne w miodzie to przede wszyst-
kim melecytoza (stanowi 0,33 + 3,91 % w zalezno$ci od gatunku) oraz w niewielkich
ilosciach: rafinoza, maltotrioza, fruktomaltoza. Oligosacharydy stanowig ok. 10 %
wszystkich cukrow w miodzie i pochodzg gtownie z nektaru lub spadzi, zaleznie od
pochodzenia geograficznego. Dekstryny to wielocukry obecne w miodzie, ktére sta-
nowig 1 + 3 % zawarto$ci wszystkich weglowodanéw w miodach nektarowych i 5 +
25 % w miodach spadziowych [17].

Znaczna cz¢$¢ znanych oligosacharydow miodu wykazuje wlasciwosci prebio-
tyczne. Ich pozytywne oddzialywanie na organizm polega na selektywnej stymulacji
wzrostu pateczek mlekowych, gtownie z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium, by-
tujacych w przewodzie pokarmowym czlowieka. Prebiotyczne wiasciwosci miodu
zwigzane z obecnoscia fruktooligosacharydow (FOS) z najbardziej znang panoza zwia-
zane sg z aktywnos$cig o-D-glukozydazy pszczol. Enzym ten katalizuje transfer grup
a-D glukopyranozylowych z sacharozy do innych sacharydéow. W wyniku tej reakcji
powstajg fruktooligosacharydy i inne oligosacharydy [6].

Kolejng grupg substancji chemicznych wystepujacych w miodzie pszczelim sg
kwasy organiczne majace wplyw na smak produktu. Ich przeci¢tna zawarto$¢ wynosi
ok. 1,5 % suchej masy, z czego najwiecej, bo az 70 + 90 % ogodlnej ilosci tych zwigz-
kéw stanowi kwas glukonowy. Ponadto w miodzie wykryto takie kwasy, jak: mrow-
kowy, winowy, octowy, szczawiowy, malonowy, kapronowy, kaprylowy, jabtkowy,
bursztynowy, mlekowy, cytrynowy, walerianowy [11]. Kwasy organiczne zawarte
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w miodzie pochodza gtownie z organizmdw pszczol, przemian zachodzacych podczas
wytwarzania miodow, a ich ilo§¢ wzrasta wraz z postepujacym procesem dojrzewania
miodu. Ponadto w miodach wykryto niewielkie ilo$ci kwaséw nieorganicznych — sol-
nego i fosforowego [11].

Enzymy nalezg do substancji biatkowych obecnych w miodach i pochodzaca
gtdwnie z gruczotow pszczot, a w mniejszym stopniu z pytku kwiatowego oraz spadzi
[17]. W miodach wystgpuje gléwnie diastaza — inaczej zwang amylazg. Wyrdznia si¢
dwie jej formy: a-amylaze, ktora rozktada skrobi¢ do dekstryn oraz B-amylaze, rozkta-
dajaca dekstryny do maltozy. Enzym, ktory katalizuje hydrolize sacharozy do glukozy
1 fruktozy oraz uczestniczy w tworzeniu oligosacharydoéw to inwertaza — inaczej zwana
B-fruktofuranozydaza lub sacharazg. W miodach wystepuje naturalnie rowniez katalaza
— enzym rozktadajacy nadtlenek wodoru, a tym samym zmniejszajacy warto$¢ inhibi-
nowa miodu oraz oksydaza glukozowa — enzym utleniajacy glukozg oraz wptywajacy
na zawarto$¢ kwasu glukonowego w miodzie. W miodach wystepuje takze peroksyda-
za, ktora katalizuje reakcje utleniania roznych zwigzkéw nadtlenkiem wodoru [17].

Niewielka zawarto$¢ witamin w miodzie sprawia, ze nie stanowi on istotnego
zrodla tych sktadnikow w diecie cztowieka. Wérod witamin wykrytych w omawianym
produkcie wymieniane sg: B; (tiamina), B, (ryboflawina), PP (kwas nikotynowy), Bg
(pirydoksyna), Bs (kwas pantotenowy), H (biotyna), By (kwas foliowy), witamina C
oraz filochinon (witamina K), a takze §ladowe ilo$ci witamin A i D [1].

Przecigtna zawarto$¢ zwigzkéw mineralnych w miodach wynosi 0,02 +~ 1,03 %.
Do pierwiastkow wykrytych w miodach naleza: potas, krzem, sod, zelazo, miedz, ma-
gnez, mangan, siarka, nikiel, fosfor, chlor, kobalt, jod, cynk, pallad, arsen, stront, glin,
wolfram, olow, chrom, tytan, bar, molibden, wanad, cyna, srebro. Ilo$¢ sktadnikow
mineralnych w miodzie zalezy przede wszystkim od jego rodzaju i odmiany: miody
nektarowe zawierajg 0,05 + 0,50 % skladnikow mineralnych, miody nektarowo-
spadziowe — 0,32 + 0,52 %, a miody spadziowe najwigcej — ok. 1 % sktadnikow mine-
ralnych [1].

Miody zawieraja rowniez niewielkie ilo$ci substancji wykazujacych dziatanie
hormonalne. Mogga one pochodzi¢ z organizméw pszczot, a sa nimi acetylocholina,
cholina lub z roslin — hormon wzrostu. Zawarto$¢ acetylocholiny w miodzie wynosi
ok. 5 pg/g miodu [17].

Jakos¢ sensoryczna miodow

Na smak i aromat miodu wptywa ok. 50 zwigzkow aromatycznych (olejkéw ete-
rycznych), ktére pochodzg przede wszystkim z nektaru. Sg to lotne substancje, dlatego
tez ich zawarto§¢ maleje podczas ogrzewania i dtugiego przechowywania. Do zwigz-
kéw tych zaliczane sg: aldehydy i ketony (aldehydy: mréwkowy, octowy i izomastowy
oraz aceton, diacetyl), zwigzki polifenolowe, estry, wyzsze alkohole alifatyczne. Wy-
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kazano jednak, ze wptyw na smak i aromat stodkiego produktu majg takze: kwasy or-
ganiczne, aminokwasy, cukry, garbniki, woski, 5-hydroksymetylofurfural — w sumie
100 + 120 substancji [11, 30].

Barwa miodéw zalezy od zawartosci w nich réznych grup barwnikéw. Dotych-
czas przeprowadzono mato badan nad zawartoscig tych substancji w miodach. Wyka-
zano jednak obecno$¢ karotenoidow (karotenu i ksantofilu), flawonoidow (takze
zwigzkow powstatych przez ich potaczenie), chlorofili oraz antocyjanéw. Ponadto na
barwe miodu majg wptyw réwniez miodowe koloidy, zwigzki powstate w wyniku po-
faczenia polifenoli i tanin oraz melanoidy (produkty reakcji cukrow z aminokwasami)
[11,17,30].

W sktadzie chemicznym miodu pszczelego wyrdznia si¢ rowniez niewielkie ilo$ci
zwigzkow azotowych. Zawartos¢ biatek w miodach waha si¢ w przedziale 0,25 +3 %
[19]. Wsrod obecnych bialek wystepuja albuminy, globuliny, peptony oraz nukleopro-
teidy. Wigkszg zawarto$cig zwigzkéw azotowych w poréwnaniu z innymi odmianami
miodow charakteryzuje si¢ miod wrzosowy [17].

Pozostate substancje obecne w miodzie nazywane sg domieszkami. Ich zawartos¢
wynosi nie wiecej niz 1 %. Wsrdd nich wyrdznia si¢: pylek kwiatowy (ok. 3000 ziaren
pylku w 1 g miodu), mleczko pszczele (0,0001 %), kwasy ttuszczowe (np. kwas ara-
chidonowy), sterole i fosfolipidy [11, 17].

Przedstawiona gama zwigzkow powoduje, ze miody cechuja si¢ unikatowsa jako-
$cig sensoryczng w zakresie zapachu, konsystencji oraz cech smakowych. Wyniki ba-
dan wilasnych dotyczgce poréwnania jakosci sensorycznej rynkowych miodéw lipo-
wych wskazuja, ze miody jednogatunkowe mogg r6znic¢ si¢ indywidualnie migdzy soba
w zakresie intensywno$ci cech opisujacych ich profil sensoryczny (rys. 1).

Jak wynika z badan wlasnych, probki wykazywaty istotne zrdéznicowanie w od-
niesieniu do ocenianych cech jakosciowych, takich jak: jakos¢ ogolna, barwa, gestosé,
zapach stodki, miodowy, smak cierpki, miodowy i wyr6znik okreslany jako ,,inny”.
Przeprowadzona ocena wykazata znaczne rdznice w obrebie tej samej odmiany. Brak
roznic stwierdzono jedynie w przypadku intensywnosci smaku stodkiego. Najwyzszy
niekorzystny wplyw na jako$¢ ogdlna miodow stwierdzono w przypadku odczucia
cierpkosci miodow (r = -0,948).
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Wiasciwosci prozdrowotne miodu

Najwazniejsza cechg miodu jest jego wlasciwos¢ antybakteryjna wykazywana
wobec roznych mikroorganizméw, w tym réwniez patogennych. Poszczegolne odmia-
ny miodu charakteryzujg si¢ rozng aktywnoscig w tym zakresie. Zawarto$¢ zwigzkow
o charakterze antybiotycznym zalezy od wielu czynnikow: pochodzenia botanicznego
miodu, czynnikow Srodowiskowych i klimatycznych, a takze przebiegu procesu pozy-
skiwania miodow [8, 28, 30]. Dziataniec hamujgce rozwoj drobnoustrojow przez midd
jest uwarunkowane obecnoscig rdwniez inhibiny — nadtlenku wodoru, bedacego pro-
duktem reakcji utleniania glukozy. Innymi zwigzkami zaliczanymi do tej grupy sa:
tymol, a-bisfenol, garbniki katechinowe, lizozym, cyneol, kanifen, kwas benzoesowy,
zwiazki flawonoidowe [17].

Wedhug danych literaturowych najsilniejsze wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
wykazuje nowozelandzki miéd Manuka [4, 24]. Przeciwbakteryjne wtasciwosci miodu
zwigzane sg z: wysokim ci$nieniem osmotycznym (wynikajacym z duzego stezenia
cukrow), wystepowaniem w jego sktadzie kwasoéw organicznych, ktore wplywaja mie-
dzy innymi na obnizenie pH produktu, obecnoscig enzymu oksydazy glukozy, ktora
sama nie ma witasciwosci antybakteryjnych, ale przez utlenianie glukozy powoduje
powstawanie nadtlenku wodoru (inhibiny) oraz z obecnos$cia wielu substancji antybio-
tycznych, pochodzacych z wydzielin pszczot (np. lizozymu) oraz ze spadzi i nektaru.
Znacznie wigksza aktywnoS$cig antybiotyczng charakteryzuja si¢ wyciggi z miodu (np.
alkoholowe) i1 jego wodne roztwory, gdyz rozcienczenie przyspiesza reakcj¢ powsta-
wania bakteriobdjczego nadtlenku wodoru [9].

Na rys. 2. przedstawiono wplyw wybranych miodéw na trzy szczepy Staphylo-
coccus aureus (ATCC 23925, 4.4, 2319). Analizy wykonano metoda dyfuzyjno-
krazkowa. Zahamowanie wzrostu bakterii przez miéd mierzono jako strefe zahamowa-
nia wzrostu wokot kragzka [mm]. Najwigksza stref¢ zahamowania wzrostu trzech bada-
nych szczepow S. aureus stwierdzono w przypadku miodu Manuka, ktory najsilniej
oddzialywat na szczep S. aureus 2319. Miody krajowe wykazywaty rownie silne od-
dziatywanie jak miody importowane. Silne dziatanie antybakteryjne stwierdzono
w przypadku miodu mniszkowego, wielokwiatowego z Meksyku i lawendowego.

Innym wymienianym mechanizmem dziatania antybakteryjnego miodu jest obec-
no$¢ w nim bakterii kwasu mlekowego (Lactic Acid Bacteria, LAB). Produktami ich
metabolizmu sg bakteriocyny oraz kwasy organiczne jako wynik homo- i heterofer-
mentacji. Bakteriocyny sg bialkami lub kompleksami biatkowymi wykazujacymi ak-
tywnos$¢ inhibitujacg w stosunku do bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [3].
Inne produkowane przez LAB zwiazki wykazujace dziatanie bioaktywne to wolne
kwasy tluszczowe, etanol, benzoesan, enzymy, peptydy, antybiotyki [3, 14, 15].
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Rys 2. Zahamowanie wzrostu trzech szczepow Staphylococcus aureus przez wybrane miody
Fig. 2. Inhibition of growth of three Staphylococcus aureus strains by selected honeys

W badaniach nad wptywem miodu wielokwiatowego na wzrost Escherichia coli,
w do$wiadczeniu in vivo na szczurach, Shamala i wsp. [23] wykazali, ze po 120 h od
doustnego podania bakterii ich rozw¢j zostat skutecznie zahamowany. Wybrane miody
dzigki swoim wilasciwosciom antybakteryjnym przyczyniaja si¢ zatem do ochrony
przed zakazeniami [11]. Wykazano ponadto, ze midod hamuje rozwoj bakterii Helico-
bacter pylori [18], ktore sa gtownym czynnikiem odpowiedzialnym za powstawanie
wrzodow zotadka.

Miody cechuja si¢ réwniez silnymi wiasciwosciami przeciwutleniajagcymi. Jedng
z wazniejszych funkcji zywnosci jest zapewnienie odpowiedniej podazy zwigzkow o
charakterze przeciwutleniajacym, ktore neutralizujac wolne rodniki, wspomagaja za-
chowanie przeciwutleniajgcej bariery ochronnej ustroju cztowieka. Do zwigzkéw tych
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nalezy zaliczy¢ przede wszystkim karotenoidy, polifenole, tokoferole i kwas askorbi-
nowy [8, 32]. Powszechnos¢ wystepowania zwigzkéw fenolowych w $wiecie roslin-
nym oraz ich rola i znaczenie w ochronie przeciwutleniajgcej organizmu czlowieka
sktonita naukowcow do podjecia szczegotowych badan na ten temat [13].

Ze wzgledu na wlasciwosci przeciwutleniajace zwigzki fenolowe wykazuja zdol-
no$¢ regulowania stezenia glukozy i cholesterolu we krwi, dlatego ich spozywanie jest
zalecane osobom chorym na cukrzyce. Fenolokwasy maja takze inne dzialania farma-
kologiczne: z6tciopgdne (np. kwasy: kawowy, ferulowy i chlorogenowy), przeciwbak-
teryjne (kwasy: kawowy, wanilinowy, p-kumarowy), hemostatyczne (kwas elagowy)
oraz antyseptyczne, $ciggajace i przeciwpotne (kwas galusowy). Kwasy fenolowe,
dzigki wlasciwosciom przeciwutleniajacym, zapobiegaja rowniez degradacji kolagenu,
przez co przeciwdzialajg fotooksydatywnym uszkodzeniom skory [22].

Wilczynska [30] podaje, ze ogdlna zawartos¢ polifenoli w krajowych miodach
$wiezych wahata si¢ w granicach od ok. 35 mg GAE/100 g w miodach rzepakowych
do prawie 150 mg GAE/100 g w miodach wrzosowych. Podczas przechowywania
ogoblna zawarto$¢ polifenoli znacznie wzrosta we wszystkich analizowanych probkach
1 wynosila §rednio 57 + 200 mg GAE/100 g. Autorka wykazatla, ze pod wzgledem ak-
tywno$ci przeciwutleniajgcej najwicksza skuteczno$cig neutralizowania wolnych rod-
nikow charakteryzowaty si¢ miody wrzosowe, ktorych skutecznos¢ siegata 84 %. Ak-
tywno$cig przeciwutleniajacg przekraczajaca 60 % cechowaty si¢ probki miodow
lipowych i spadziowych.

W badaniach miodéw konwencjonalnych Swietlikowska i wsp. [26] wykazali, ze
charakteryzowaty si¢ one istotnie wickszg zawarto$cig sumy kwasow fenolowych,
a ponadto byly takze istotnie zasobniejsze w rutyn¢ i D-glikozyd kemferolu (z grupy
flawonoidéw) w poréwnaniu z miodami uznanymi za ekologiczne. Natomiast miody
okreslane jako ekologiczne odznaczaty si¢ istotnie wigcksza zawarto$cig sumy flawono-
idow (w tym luteoliny) w poréwnaniu z miodami konwencjonalnymi. Wykazano po-
nadto, ze wickszg zawarto$cig polifenoli oraz aktywno$cia przeciwutleniajacg charak-
teryzujg si¢ miody ciemne — gryczane, wrzosowe oraz spadziowe [30]. Na podstawie
istniejacego stanu wiedzy mozna wigc stwierdzi¢, ze zwigzki fenolowe zawarte w mio-
dach mogg wzmacnia¢ naturalne mechanizmy obrony przed szokiem tlenowym i che-
micznym. Do flawonoidow wykrytych w miodzie, wspomagajacych dziatanie antybio-
tyczne, nalezg m.in.: apigenina, kemferol, kwercetyna, hesperydyna, pinocembryna,
galangina [9].

Jako$¢ mikrobiologiczna miodu a wlasciwosci probiotyczne

Mikroflora miodu dojrzewajacego rozni si¢ od mikroflory miodu dojrzatego. Wy-
nika to przede wszystkim z malejacej ilosci wody w czasie dojrzewania miodu.
W miodach dojrzewajacych w przewadze znajdujg si¢ bakterie tlenowe pochodzace
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w 70 + 75 % z przewodu pokarmowego pszczol, natomiast grzyby plesniowe i droz-
dzoidalne (Saccharomyces i Torulopsis) znajdujg si¢ w mniejszosci [11]. W dojrzatych
miodach najczesciej wystepuja grzyby oraz w niewielkich ilo$ciach przetrwalniki bak-
terii tlenowych i beztlenowych. W miodach spadziowych dominujg grzyby plesniowe,
natomiast w nektarowych — grzyby drozdzoidalne.

Do Gram-dodatniej, fakultatywnie beztlenowej mikroflory komensalnej wystepu-
jacej powszechnie na kwiatach 1 w przewodzie pokarmowym wielu zwierzat i ludzi
zalicza si¢ bakterie kwasu mlekowego wykazujace dziatanie probiotyczne, polegajace
na ochronie przed patogenami bakteryjnymi [7, 16, 28].

W 2008 roku Olofsson i Vasquez [15] dokonali identyfikacji mikrobiomu zotadka
pszczot Apis mellifera na podstawie genu 16S rRNA rodzaju Lactobacillus. W analizie
filofenetycznej mikrobiomu Zotadka pszczot wykazali, ze mikroflora sktada si¢ z 10
roznych filotypéw. Pig¢ z nich jest blisko spokrewnionych z pierwotnie opisanymi
Lactobacillus kunkeei, Bifidobacterium asteroides 1 Bifidobacterium coryneforme.
Kolejne pig¢ filotypow okreslono jako najbardziej zblizone do rodzaju Lactobacillus.
Trzy z wymienionych 10 filotypéw znaleziono w §wiezym miodzie. Lactobacillus
kunkeei wystgpowat w najwickszej liczbie 5x10° jtk/g miodu podczas zbioru przez
pszczoty nektaru z kwiatéw malin. Zadnego z tych 3 filotypéw wymienieni autorzy nie
wykazali w miodzie z kwiatow malin przechowywanym przez 2 miesigce ani jako
zywy izolat, ani pozostato§¢ DNA. Pozostatos¢ DNA z jednego szczepu stwierdzono
w miodzie lipowym przechowywanym przez 12 miesigcy. Z kolei Asama i wsp. [2]
w 2015 1. stwierdzili, ze flora bakteryjna Zzotadka pszczot jest zdominowana przez ro-
dzaj Gluconobacter (srednio 64,7 %). Bakterie kwasu mlekowego z rodzaju Lacobacil-
lus stanowily $rednio 22,0 %, z czego ponad potowa to Lactobacillus kunkeei (57 %),
a 28,3 % mikroflory nalezy do Lactobacillus insectis. Wérdod mikroflory przewodu
pokarmowego pszczot rodzaj Lactobacillus stanowit 34,6 %, a Bifidobacterium — 21
%. Dominujacym gatunkiem LAB przewodu pokarmowego pszczot jest Lactobacilus
insectis (60,1 %), drugim najliczniej reprezentowanym gatunkiem jest Lactobacillus
kefiranofaciens, natomiast Lactobacillus kunkeei wystgpowal w bardzo matlej liczbie
(0,6 %). Analiza obecnosci sekwencji genu 16S rRNA bakterii z rodzaju Lactobacillus
w produktach pszczelich umozliwita okre$lenie obecnosci tych bakterii na poziomie
odpowiednio: w miodzie — 90,9 %; w pytku — 70,6 % i w pierzdze — 83,9 %. W pro-
duktach pszczelich Lactobacillus kunkeei byt dominujacym gatunkiem — powyzej 98 %
[2]. Dowiedziono takze, ze izolat Lactobacillus kunkeei YB38 wspomagat produkcje
przeciwciat IgA u ludzi. W badaniach in vitro wykazano, ze szczepy YB83 oraz YB38
wystepujace w pytku pszczelim zwigkszaty produkcje¢ przeciwcial IgA w komorkach
peczkow Peyera u myszy i przejawiaty niewielkg aktywno$¢ mitogenng. W zaleznosci
od gatunku i szczepu Lactobacillus dziatanie immunomodulacyjne moze by¢ rdzne
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1 szczepy te moga bezpiecznie poprawic reakcje immunologiczng organizmu cztowieka
[2].

Zauwazono wzajemng zalezno$¢ pomig¢dzy obecnos$cig bakterii kwasu mlekowe-
go w przewodzie pokarmowym pszczot i produktami pszczelimi, ktore moga by¢
uznane za zywno$¢ fermentowang [15, 28]. Bakterie LAB znalazly nisz¢ w zotadku
pszczot z dostatkiem sktadnikow, a w zamian zapewnily owadom ochrong przed szko-
dliwymi mikroorganizmami. Te odkrycia pozwalaja lepiej zrozumie¢ zagadnienia
zwigzane z dobrostanem pszczoét, produkcija 1 przechowywaniem miodu oraz aspektami
wplywu bakterii probiotycznych na zdrowie cztowieka [7]. Bakterie kwasu mlekowego
wykazujg dziatanie probiotyczne u ludzi i owadoéw polegajace na ochronie przed pato-
genami bakteryjnymi [7, 28]. Planowano wprowadzenie na polski rynek w 2018 roku
preparatow probiotycznych (Nr zgloszenia P.423363) dla pszczot, zawierajacych 12
wyselekcjonowanych szczepow Lactobacillus kunkeei 1 2 szczepy Fructobacillus fruc-
tosus. Opracowane preparaty probiotyczne wykazuja duza skuteczno$¢ w zapobieganiu
i zwalczaniu zakazen grzybami (Nosema apis, Nosema ceranae) i bakteriami patogen-
nymi (Paenibacillus larvae, Escherichia coli, Raoultella ornithinolytica, Klebsiella
pneumoniae), powodujac zwickszenie odpornosci i kondycji pszczét oraz wydtuzenie
ich zycia [16, 18].

Jakos$¢ mikrobiologiczna miodu a zagrozenia zdrowotne

Nalezy zauwazy¢, ze miody moga stanowi¢ roéwniez powazne zagrozenie zdro-
wotne wynikajace z obecnosci przetrwalnikow Clostridium botulinum. Wedhug Woj-
tackiej i wsp. [31] miod zanieczyszczony przetrwalnikami C. botulinum jest jedna
z przyczyn botulizmu dzieci do 1. roku zycia. W Europie opisano zakazenia niemowlat
miodem zanieczyszczonym przetrwalnikami C. botulinum, m.in. w Portugalii, Hiszpa-
nii i we Francji [10, 12, 20]. Niepublikowanie takich doniesien w Polsce moze wynikac
z braku danych lub nieprawidtowej diagnostyki, poniewaz botulizm niemowlat moze
by¢ mylony z syndromem nagtej $mierci niemowlat [5].

Czgstotliwos¢ wystepowania przetrwalnikow laseczek beztlenowych C. botuli-
num w miodzie w duzym stopniu zalezy od kraju, z ktérego pochodzi, a takze od re-
gionu geograficznego tego kraju. Wykazano, ze najbardziej zanieczyszczony prze-
trwalnikami C. botulinum jest mioéd z Chin i Argentyny (odpowiednio: 12 1 20 % prob
pozytywnych). Obecnos¢ przetrwalnikéw stwierdzono w 23 % probek ze sprzedazy
bezposredniej i w 5 % probek ze sprzedazy detalicznej, a proby pozytywne wskazywa-
ly na obecnos¢ 4 + 60 przetrwalnikdw/g miodu. Ze wzgledu na wiasciwosci fizyko-
chemiczne miodu, tzn. niskie pH oraz wysokie stezenie cukrow, nie jest on produktem,
w ktérym mogg kietkowaé przetrwalniki C. botulinum. Wprowadzone wraz z miodem
do przewodu pokarmowego cztowieka dorostego nie kietkuja, nie wytwarzajg toksyn
1 opuszczajg jego organizm wraz z katlem, nie wywolujac intoksykacji ani innej szkody
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dla organizmu, jednak w przypadku niedojrzalego przewodu pokarmowego niemowlat
1 matych dzieci przetrwalniki znajduja sprzyjajace warunki do kietkowania i wytwa-
rzania neurotoksyny [25].

Podsumowanie

Z przedstawionego przegladu literatury wynika, ze pod wzglgdem chemicznym
midd stanowi jedng z najbardziej zroznicowanych substancji. Wystepujag w nim natu-
ralne substancje bioaktywne, bakteriostatyczne czy antybiotyczne. Poszczegdlne od-
miany miodu charakteryzuja si¢ r6zng aktywnoscig antybakteryjng. Duze znaczenie dla
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych miodu ma obecno$¢ w nim bakterii kwasu
mlekowego (LAB) Lactobacillus i Bifidobacterium, gtdéwnie ze wzglgdu na produkcje
bakteriocyn, kwasu mlekowego i octowego a takze etanolu, benzoesanu, enzymow.
Lactobacillus kunkeei jest dominujacym gatunkiem w produktach pszczelich, a niekto-
re jego szczepy wykazuja probiotyczne dziatanie na organizm czlowieka. Nalezy zau-
wazy¢, ze oligosacharydy petnigce role prebiotyczna stanowig ok. 10 % wszystkich
cukrow w miodzie. Poza niekwestionowanymi zaletami miodoéw nalezy pamigtac
o mozliwosci ich zanieczyszczenia przetrwalnikami Clostridium botulinum.
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PROBIOTIC AND PREBIOTIC PROPERTIES OF BEE HONEYS IN TERMS
OF THEIR QUALITY AND HEALTH SAFETY

Summary

The objective of the research study was to review the available reference literature for health benefits
of bee honeys including their probiotic and prebiotic properties. Honey is one of the most diverse products
in terms of its chemical composition, which includes natural bioactive substances as well as bacteriostatic
or antibiotic substances. Honey varieties differ in their activity and antibacterial properties, and Manuka
honey is characterized by the strongest properties in this respect. The presence of lactic acid bacteria in
honey has also an antibacterial effect. The products of their metabolism are bacteriocins and organic acids
as a result of homo- and hetero-fermentation. The honey microflora varies depending on the stage of hon-
ey maturity. Honeys during maturation are mainly characterized by the presence of aerobic bacteria, and
moulds occur in smaller amounts. In the ripe honeys moulds most often occur. On the basis of the current
state of knowledge it can also be said that the phenolic compounds contained in honey have antioxidant
properties. In addition to the unquestionable advantages of honey it should be remembered that honey
might be contaminated with Clostridium botulinum spores.

Key words: honey, sensory features, probiotic properties, prebiotic properties, safety
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Streszczenie

Prognozowanie mikrobiologiczne polega na zatozeniu powtarzalnosci odpowiedzi populacji drobnou-
strojow na zadane czynniki $rodowiska produktu Zywnosciowego. Na podstawie danych empirycznych
pochodzacych z doswiadczen mikrobiologicznych opracowywane sa modele prognostyczne jako progra-
my komputerowe badz bazy danych dost¢pne on-line.

Celem pracy bylo utworzenie bazy danych modeli prognostycznych bakterii potencjalnie probiotycz-
nych, saprofitycznych i patogennych w formie uzytecznego dla odbiorcy koncowego narzg¢dzia zainstalo-
wanego na serwerze SGGW pod nazwa ProgBaz SGGW. Materiat do badan stanowily matematyczne
modele wzrostu i przezywalnosci bakterii saprofitycznych (psychrotrofow, Pseudomonas spp., drozdzy
i plesni) i patogennych: Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes (mikroflory
niekorzystnej) oraz potencjalnie probiotycznych szczepow z rodzaju Lactobacillus (mikroflory korzyst-
nej). Modele opracowano w Zaktadzie Higieny i Zarzadzania Jakoscig Zywnoséci Wydziatu Nauk o Zy-
wieniu Cztowieka i Konsumpcji SGGW w Warszawie, w latach 1997 - 2008.

ProgBaz jest dostgpny na stronie gtéwnej SGGW w Warszawie w zaktadce Gospodarka oraz na stro-
nie Wydziatu Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji SGGW w zaktadce Nauka i Ustugi. Uzytkownik
moze dokona¢ oszacowania wzrostu lub przezywalnosci drobnoustrojow w czasie pod wplywem czynni-
koéw srodowiskowych (temperatury, poziomu NaCl, poziomu NaNQO,, dodatku inuliny) w nastgpujacych
produktach: modelowym produkcie z migsa rozdrobnionego, produktach rynkowych mlecznych, migsnych
i warzywnych. Oprocz prognozy wzrostu mozliwe jest uzyskanie informacji na temat cech populacji (A, L,

Dr inz. E. Rosiak, prof. dr hab. D. Kolozyn-Krajewska, dr M. Jalosinska, dr inz. K. Kajak-Siemaszko,
dr hab. inz. M. Trzgskowska, dr inz. D. Zielinska, mgr inz. M. Gemba, Katedra Technologii Gastrono-
micznej i Higieny Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywieniu Czltowieka i Konsumpcji, Szkota Gtéwna Gospo-
darstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa, dr A. Goryl, Katedra
Ekonometrii i Badan Operacyjnych, Wydz. Zarzqdzania, Uniwersytet Ekonomiczny w Krakowie, ul. Ra-
kowicka 27, 31-510 Krakow, 1. Twardowska, S. Rutkowski, Ustugi Informatyczne, Warszawa.

Kontakt: elzbieta_rosiak@sggw.pl
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GT, N) oraz w przypadku modelu walidowanego — jakosci prognoz. Sa to informacje pozwalajace osza-
cowac bezpieczenstwo produktu oraz jego termin przydatnosci do spozycia. ProgBaz moze by¢ stosowany
do oceny ryzyka mikrobiologicznego zywnosci, opracowywania plandw bezpieczenstwa zywnosci, ogra-
niczania marnotrawstwa zywnosci, projektowania nowych produktow oraz stanowi¢ narzedzie edukacyjne
i szkoleniowe.

Stowa kluczowe: zywnos¢, prognozowanie mikrobiologiczne, modele prognostyczne, prognostyczne bazy
danych, ProgBaz

Wprowadzenie

Mikrobiologia prognostyczna zywnosci to subdyscyplina mikrobiologii pozwala-
jaca na matematyczny opis zachowania populacji mikroorganizmow wystepujacych
w zywno$ci [15]. Umozliwia przewidywanie wzrostu, przezywalnosci lub inaktywacji
mikroorganizméw. Podstawowym zalozeniem mikrobiologii prognostycznej jest po-
wtarzalno$¢ zachowan mikroorganizmoéw obecnych w Zywnosci oraz mozliwos¢ opi-
sania ich za pomocg zalezno$ci matematycznych nazywanych modelami matematycz-
nymi [8, 18].

Wiasciwosci 1 uzytecznos¢ modeli znalazly odzwierciedlenie w prawie Zywno-
sciowym Unii Europejskiej. W Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 2073/2005 z dnia 15
listopada 2005 1. z podzniejszymi zmianami w sprawie kryteriow mikrobiologicznych
dotyczgcych srodkow spozywczych zaleca si¢, aby w czasie ustalania terminu przydat-
nosci do spozycia wykorzystywa¢ modele prognostyczne dotyczace bakterii wskazni-
kowych, uwzgledniajac krytyczne czynniki wzrostu lub przezywalnosci drobnoustro-
jow [15, 16]. Matematyczne modele prognostyczne dostarczajg wynikow wielokrotnie
szybciej niz challenge tests, ktore polegajg na szacowaniu okresu trwatosci produktu
spozywczego w tych samych warunkach, jakie panujg podczas procesu dystrybucji czy
przechowywania zywnos$ci, na podstawie liczby drobnoustrojéw wyznaczajacych po-
ziom akceptowalny lub poziom zepsucia [1].

Pionierskim programem dostepnym od lat 90. XX wieku, umozliwiajacym pro-
gnozowanie wzrostu i inaktywacji termicznej/nietermicznej bakterii patogennych jest
Pathogen Modeling Program (PMP). PMP opracowany zostal przez dwa Departamenty
Rolnictwa Standéw Zjednoczonych (USDA): Agricultural Research Service (ARS)
1 Eastern Regional Research Center (ERRC) [2, 3, 6, 7]. Innymi programami wykorzy-
stywanymi w mikrobiologii prognostycznej s3: GroPIN, FISHMAP, FSSP,
Sym’Previus, Listeria Meat Model, Dairy Product Safety Predictor. Programy te opra-
cowano dla wybranych szczepéw bakterii w konkretnych matrycach zywnosciowych.
Programy FDA-iRISK i TRiMiCri wykorzystywane sg w ocenie ryzyka, natomiast
program Microbiol Responses Viewer oszacowuje typ wzrostu drobnoustrojéw lub
jego brak w roznych matrycach zywnosciowych [14, 17]. Programy GlnaFiT,
FILTREX, PMM-Lab opracowano w celu generowania mikrobiologicznych modeli
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prognostycznych [15]. Programy te stanowig samodzielne narzedzia prognozowania
mikrobiologicznego.

W sieci Internet dostepne sg: baza ComBase zbierajaca publikowane i niepubli-
kowane modele prognostyczne [13] oraz Basaline i MicroHibro opracowane w latach
2011 - 2012, ktore umozliwiajg tworzenie modeli zdefiniowanych przez uzytkownika
do szacowania wzrostu/inaktywacji drobnoustrojow w zywnosci [5, 15].

Celem pracy bylo utworzenie bazy danych modeli prognostycznych bakterii po-
tencjalnie probiotycznych, saprofitycznych i patogennych w formie uzytecznego dla
odbiorcy koncowego narzedzia zainstalowanego na serwerze SGGW pod nazwag
ProgBaz SGGW.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowitly matematyczne modele wzrostu i przezywalnosci
bakterii saprofitycznych i patogennych oraz potencjalnie probiotycznych. Modele
opracowane zostaly w wyniku badan wiasnych, prowadzonych w Zaktadzie Higieny
i Zarzadzania Jako$cig Zywno$ci Wydziatu Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji
SGGW w Warszawie, w latach 1997 - 2008, we wspoipracy z Uniwersytetem Ekono-
micznym w Krakowie. Modele zostaly opracowane jako element prac doktorskich
Matgorzaty Jatosinskiej [9], Elzbiety Kope¢ [12], Katarzyny Kajak [10], Moniki Trza-
skowskiej [19], Doroty Zielinskiej [20] pod kierunkiem promotorskim prof. dr hab.
Danuty Kolozyn-Krajewskiej we wspotpracy z dr. Antonim Gorylem. Modele opraco-
wane w przypadku produktow kontaminowanych bakteriami patogennymi opracowano
w wyniku projektu rozwojowego NR12009706/2009. Modele matematyczne weryfiku-
jace skonstruowane wczesniej modele opracowane w przypadku modelowego produktu
z migsa rozdrobnionego opracowano jako wynik dwoch prac magisterskich [4, 11],
natomiast modele weryfikujace modele opracowane w przypadku produktow kontami-
nowanych bakteriami patogennymi opracowano w wyniku realizacji projektu Inkuba-
tor Przedsigbiorczosci 11/11+/2017.

W opracowaniu ProgBaz SGGW wykorzystano trzy- lub czteroparametrowe
funkcje Gompertza i logistyczna, inne funkcje nieliniowe oraz funkcje wielomianowe
(drugiego i trzeciego stopnia). Do weryfikacji modeli zastosowano nastgpujgce para-
metry matematyczno-statystyczne:

— R? — wspotczynnik determinacji (wspotczynnik regresji - R*) uzywany jako ogdlna
miara dopasowania oszacowanego modelu do danych empirycznych. Wspdtezynnik
determinacji jest miarg sity liniowego zwigzku miedzy danymi:

—R? =1 — dane leza doktadnie na "plaszczyznie" regresji (zmienno$é jest wyjasniona
w 100 %);

— R? =0 — regresja niczego nie wyjasnia, dane sa nieskorelowane;
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— 0 <R*< 1 — dopasowanie modelu jest tym lepsze, im warto$é¢ wspotczynnika deter-
minacji jest blizsza jednosci;

— MSE — (ang. Mean Squared Error) btad $redniokwadratowy jest wartoscig kwadratu
btedu, czyli roznicy pomigdzy estymatorem a wartoscig estymowana;

— Af — (ang. accuracy factor) czynnik doktadnosci jest miarg skutecznoSci prognoz
modelu oraz informuje o stopniu dopasowania modelu do krzywej wzro-
stu/przezywalnosci mikroorganizmoéow, osigga maksymalng wartos¢ 1;

— Bf — (ang. bias factor) czynnik sktonnosci/nachylenia informuje o ile $rednio warto-
$ci obserwowane réznig si¢ od przewidywanych:

— Bf <1 oznacza, ze wartosci obserwowane sg wigksze od przewidywanych;

— Bf > 1 oznacza, ze wartoSci obserwowane sg mniejsze od przewidywanych.

W ramach zrealizowanego projektu Inkubator Innowacyjnosci+ wytoniono, w po-
stepowaniu ofertowym, firm¢ informatyczng Ustugi Informatyczne i poddano wizuali-
zacji opracowania matematyczne znajdujace si¢ w plikach MS Excel. Ponadto wyko-
nano i podpic¢to interfejs zgodny z interfejsem obecnej strony SGGW, opracowano
filtrowanie danych i dodano funkcjonalno$¢ zmiany istniejacych wybranych parame-
trow wejsciowych funkcji oraz stworzono panel uzytkownika i administratora. Osta-
tecznie opracowano baz¢ w postaci pliku gotowego do umieszczenia na serwerze
SGGW w Warszawie w technologii i zasadach Open Source (PHP, jQuery, JavaScript,
CSS). W najblizszym czasie zostanie dodana opcja administratora ProgBaz pozwalaja-
ca na rejestrowanie liczby uzytkownikow.

Wiyniki i dyskusja

Korzystanie z opracowan ProgBaz SGGW (v. 1.0) jest mozliwe na zasadach bez-
ptatnego dostepu ze strony gtownej SGGW w Warszawie, w zaktadce Gospodarka
www.prognostycznabazadanych.sggw.pl oraz na stronie Wydziatu Nauk o Zywieniu
Czlowieka i Konsumpcji SGGW w Warszawie w zakladce Ustugi — www.wnzck.
sggw.pl/uslugi/prognostyczna-baza-danych i Nauka — www.wnzck.sggw.pl/nauka/
prognostyczna-baza-danych.

W belce gornej (fot. 1) widoczne sg zaktadki odzwierciedlajace Layout strony
gtéwnej SGGW oraz znajdujacy si¢ w lewym gornym rogu link do strony Wydziatu
Nauk o Zywieniu Czlowieka i Konsumpcji SGGW. Po wejsciu na podane wyzej strony
uwidaczniajg si¢, z lewej strony, zaktadki Prognostycznej Bazy Danych (fot. 1).
W zaktadkach O NAS, ZESPOL PROGBAZ, REGULAMIN, PUBLIKACIE
1 KONTAKT uzytkownik znajdzie odpowiednio informacje dotyczace mozliwosci
wykorzystania bazy, informacje o autorach bazy modeli prognostycznych, regulaminie
dostepu i1 korzystania z bazy, 11 linkow do publikacji pracownikoéw Zaktadu Higieny
i Zarzadzania Bezpieczefistwem Zywnosci, dotyczacych matematycznego prognozo-
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wania w mikrobiologii zywosci oraz dane teleadresowe osoby do kontaktu w sprawach
dotyczacych ProgBaz.

<« O @ prognostycanabazadanych sggwipl

Zaloguj

Dla
4
Wydziat Nauk o Zywieniu and studentéw absolwentéw
Cztowieka i Konsumpcji
SGGW

ONAS < WSTECZ
ZESPOL PROGBAZ

O NAS
PROGNOSTYCZNA
BAZA DANYCH

MODELE
PROGNOSTYCZNE

y Baza ych (ProgBaz) gromadzi modele wzrostu i przezywalnosci
opracowane dla drobnoustrojéw potencjalnie probiotycznych, saprofitycznych i
patogennych. Powstata w wyniku badan wtasnych prowadzonych w Zaktadzie
Higieny i Zarzadzania Jakoscia Zywnosci Wydziatu Nauk o zywieniu Cztowieka i
Konsumpcji SGGW w Warszawie we wspétpracy z Akademia Ekonomiczna w
Krakowie.

REGULAMIN
PUBLIKACJE

KONTAKT W bazie znajduja sie¢ modele opracowane dla modelowego produktu z migsa
rozdrobnionego (meat balls), produktéw fermentowanych, oraz wedlin, sera Lazur
< . kaont i h hakteriami natagennvmi

Fot. 1.  Print Screen okna z ProgBaz SGGW
Photo 1. Print Screen of the window with ProgBaz SGGW

Wejscie do bazy modeli prognostycznych odbywa si¢ na dwa sposoby. Pierwszy
polega na wyborze mikroflory: korzystnej lub niekorzystnej, ktore znajdujg si¢ w za-
ktadce PROGNOSTYCZNA BAZA DANYCH (rys. 1). Mozna tez dosta¢ si¢ do bazy
modeli prognostycznych poprzez wybor modelu w zakladce MODELE
PROGNOSTYCZNE. Do wyboru sa modele opracowane w przypadku modelowego
produktu z migsa rozdrobnionego oraz modele opracowane w przypadku konkretnych
produktéw rynkowych: kietbasy dojrzewajacej, kietbasy parzonej drobno rozdrobnio-
nej, pasztetu wieprzowego i sera probiotycznego z przerostem plesniowym, ktore kon-
taminowano znang koncentracjg bakterii patogennych: Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella Enteritidis. Ostania grupa to modele dotyczace migsa roz-
drobnionego zweryfikowane w zywnosci na przyktadzie befsztyka wolowego, kotleta
mielonego, kotleta wieprzowo-wotowego, kotleta wotowego z pieczarka, pulpeta wo-
lowo-wieprzowego, sosu bolognese. Ta grupa modeli bedzie w kolejnych wersjach
ProgBaz rozwijana i uzupetniana.

W ProgBaz znajduja si¢ modele opisujace wzrost i przezywalno$¢ mikroflory ko-
rzystnej, potencjalnie probiotycznej, wystepujacej w fermentowanym napoju sojowym
1 w fermentowanym soku marchwiowym. W przypadku fermentowanego napoju sojo-
wego po wyborze temperatury przechowywania w zakresie 5 + 20 °C mozna wybraé
dwa modele A lub B roznigce si¢ rodzajem funkcji matematycznej uzytej do opisu
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danych otrzymanych z eksperymentu. Eksperyment polegat na ocenie przezywalnos$ci
szczepu Lactobacillus casei KN291 [log jtk/ml] w napoju sojowym podczas przecho-
wywania w temp.: 5, 10, 15, 20 °C w ciggu 29 dni. Prognoza liczby drobnoustrojow
jest mozliwa w zakresie 0 + 62 dni i w temp.: 5 + 25 °C.

MIKROFLORA

MIKROFLORA
NIEKORZYSTNA

PRODUKT
RYNKOWY

KORZYSTNA

PRODUKT
TEMPERATURA
PRZECHOWYWANIA

1
MODEL
ZINULINA LUB BEZ
- TEMPERATURA WYKRES WARTOSC WYKRES WARTOSCI
PRZECHOWYWANIA FUNKCJI PROGNOZY FUNKCJI PROGNOZY
- POZIOM Nacl,

- POZIOM NaNO2

PRODUKT
MODELOWY

MODEL GOMPERTZ'A lub
LOGISTYCZNY

WYKRES WARTOSC¢ CHARAKTERYSTYKA WSPOLCZYNNIKI

FUNKCJI PROGNOZY POPULACII

WALIDACII
MODELU

Rys. 1. Schemat korzystania z modeli prognostycznych w ProgBaz SGGW
Fig. 1.  Diagram showing how to use predictive models in ProgBaz SGGW

W przypadku fermentowanego soku marchwiowego eksperyment prowadzono
w temp.: 5, 10 i 15 °C, analizy wykonywano co 4 dni w ciggu 0 + 32 dni w kazdej
z ww. temperatur. Opracowano model wzrostu i przezywalnosci Lactobacillus aci-
dophilus CH-2 w soku marchwiowym (z dodatkiem i bez dodatku inuliny) w temp.:
0+ 20°C 1w ciggu 0 + 36 dni przechowywania (fot. 2).
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Fot.2.  Prognoza wzrostu L. acidophilus CH-2 [log 9,29 jtk/ml] w temp. 11 °C po 21 dniach przecho-
wywania soku marchwiowego z dodatkiem inuliny

Photo 2. Predicting growth of L. acidophilus CH-2 [log 9.29 jtk/ml] at 11 °C after 21 day storage of carrot
juice with inulin additive

Dostepny model wykorzystuje powierzchni¢ odpowiedzi opracowang z zastoso-
waniem funkcji wielomianowej Gompertza i logistyczne;j.

ProgBaz zawiera takze modele matematyczne opracowane w przypadku mikroflo-
ry saprofitycznej i patogennej: Pseudomonas spp., psychrotrofow, drozdzy i grzybow
plesniowych oraz Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
(produkty kontaminowane). Po wyborze produktu i grupy drobnoustrojow nalezy wy-
bra¢ temperature przechowywania i/lub inne czynniki determinujgce wzrost mikroflory
(poziom soli, poziom azotanu sodu). Na podstawie obliczen matematycznych z zasto-
sowaniem odpowiedniej funkcji matematycznej (widocznej najczesciej na wykresie),
zostang wyswietlone wilasciwosci populacji drobnoustrojow wyrazone jako: dhugosé
trwania lag fazy, maksymalne tempo wzrostu w fazie wykladniczej, czas pomigdzy
podziatami drobnoustrojéw oraz maksymalna gesto$¢ populacji (fot. 3).

Dzigki zastosowaniu powierzchni odpowiedzi mozliwe jest uzyskanie ekstrapo-
lowanej liczby drobnoustrojow (poza obszarem danych pochodzacych z eksperymen-
tu), natomiast w przypadku modelu opracowanego dla produktu z mi¢sa rozdrobnione-
go zweryfikowanego w zywno$ci na przykladzie befsztyka wolowego, kotleta
mielonego, kotleta wieprzowo-wotowego, kotleta wotowego z pieczarka, pulpeta wo-
lowo-wieprzowego, sosu bolognese dostepne sg parametry matematyczno-statystyczne
(R?, MSE, Af, Bf) $wiadczace o jako$ci prognoz generowanych przez model (fot. 4).
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Prognoza wzrostu gronkowca ztocistego (S. aureus) w pasztecie w temp. 20 °C po trzech dniach

Predicting growth of Staphylococcus aureus in paté at 20 °C after 3 day storage
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Fot. 4.

Walidacja modelu opracowanego w przypadku produktu z migsa rozdrobnionego na przyktadzie
befsztyka woltowego przechowywanego w temp. 10 °C

Photo 4. Validation of model developed in the case of minced meat and exemplified by beefsteak stored

at 10 °C
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Rozwo6j ProgBaz bedzie zalezal od nawigzania wspolpracy z innymi osrodkami
naukowymi, ktore dysponujg opublikowanymi danymi, pozwalajagcymi na opracowanie
modeli matematycznych lub opublikowane modele gotowe do umieszczenia
w ProgBaz z odpowiednig afiliacjg instytucji i tworcow.

Kolejng grupa modeli, ktéra jest opracowywana i zostanie dodana do ProgBaz
SGGW sg modele produktu z migsa rozdrobnionego z wykorzystaniem Sieci Neuro-
nowych. Niezb¢dna jest takze systematyczna walidacja opracowanych modeli progno-
stycznych. Walidacja modelu prognostycznego jest ostatnim etapem w procesie two-
rzenia modelu matematycznego. Modele zwalidowane pozwalajg na ocen¢ zachowania
sic modeli w nowych warunkach i1 potwierdzaja prawdziwg ich warto$¢. Walidacja jest
takze niezbedna do zainteresowania sektora spozywczego korzystaniem z opracowane;j
bazy danych ProgBaz.

Podsumowanie

Funkcjonalnos$¢ modeli opracowanych w ProgBaz polega przede wszystkim na
dostarczaniu informacji o odpowiedzi wybranych mikroorganizméw na zadane czyn-
niki §rodowiska. Parametrami opisujgcymi populacje sa: lag faza (czas przystosowania
si¢ populacji drobnoustrojéw do zadanych warunkow srodowiska, a wiec bezpieczen-
stwa produktu), tempo wzrostu w fazie wyktadniczej oraz czas pomiedzy podziatami
drobnoustrojow (informujace jak szybko populacja osiggnie wysoki poziom koncentra-
cji). Sa to informacje pozwalajace oszacowac bezpieczenstwo produktu oraz jego ter-
min przydatno$ci do spozycia. W tym kontekscie ProgBaz moze by¢ wykorzystywana
do oceny ryzyka mikrobiologicznego zywnosci, opracowania planow bezpieczenstwa
zywnosci, do ograniczania marnotrawstwa zywnos$ci oraz projektowania nowych pro-
duktow. ProgBaz moze stanowi¢ takze zrodlo informacji w opracowaniu planu zarza-
dzania ryzykiem oraz stanowi¢ narz¢dzie edukacyjne i szkoleniowe.

ProgBaz SGGW powstata w wyniku realizacji Programu "Inkubator Innowacyyj-
nosci +" realizowanego w ramach projektu pozakonkursowego pn. "Wsparcie zarzg-
dzania badaniami naukowymi i komercjalizacja wynikow prac B+R w jednostkach
naukowych i przedsiebiorstwach” w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny
Rozwdj 2014-2020 (Dziatanie 4.4).

Umowa Nr MNISW/2017/DIR/36/11+ z dnia 07.03.2017. Decyzja nri1/11+/2017.
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ESTIMATION OF GROWTH AND SURVIVAL OF PROBIOTIC, SPOILAGE AND
PATHOGENIC BACTERIA IN FOOD USING PROGNOSTIC DATABASE (ProgBaz SGGW)

Summary

Predictive microbiology is based on the assumption of repeatability of the microbial population re-
sponse to the given environmental factors of a food product. Based on empirical data from the microbio-
logical experience, predictive models are developed as online available computer software.

The objective of the research study was to develop a database of predictive models of potentially pro-
biotic, saprophytic and pathogenic bacteria in the form of a tool useful for the end customer and installed
on the SGGW server under the name of “ProgBaz SGGW”. The study material consisted of mathematical
models of growth and survival of saprophytic bacteria (psychrotrophs, Pseudomonas spp., yeasts and
moulds), pathogenic bacteria: Salmonella spp., S. aureus, L. monocytogenes (disadvantageous micro-flora)
and potentially probiotic strains of Lactobacillus genus (advantageous micro-flora). The models were
developed in the Department of Hygiene and Food Quality Management at the Faculty of Human Nutri-
tion and Consumption Sciences at the Warsaw University of Life Sciences in 1997 - 2008.

ProgBaz is available on the main website of SGGW (Warsaw University of Life Sciences referred to
as SGGW) in Warsaw, Economy tab and on the website of the Faculty of Human Nutrition and Consumer
Sciences, SGGW, Science and Services tab. The user can estimate the growth or survival of microorgan-
isms over time and affected by environmental factors (temperature, NaCl level, NaNO, level, and inulin
additive) in the following products: model product made of minced meat, in dairy, meat and vegetable
marketable products. In addition, it is possible to acquire information on the characteristics of the popula-
tion (A, W, GT, N) and the quality of predictive value in the case of a validated model. This is the infor-
mation that makes it possible to estimate the safety of the product and its shelf life. ProgBaz can be used to
assess the microbiological risk of food, to develop food safety plans, to reduce food waste, to design new
products, and to provide an educational and training tool.

Key words: food, predictive microbiology, predictive models, predictive database, ProgBaz
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Streszczenie

Celem pracy byla statystyczna analiza zwigzkow pomigdzy zrodtem izolacji 66 szczepdw bakterii
fermentacji mlekowej (LAB), ich przynaleznoscig filogenetyczna do okre$lonego rodzaju i gatunku
a wykazywanymi wiasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi w stosunku do bakterii Listeria monocyto-
genes, Salmonella enteritidis 1 Escherichia coli. Analiz¢ przeprowadzono na podstawie danych zebranych
w trakcie badan w latach 2014 - 2019, prowadzonych w Zaktadzie Higieny i Zarzadzania Jakoécig Zywno-
éci Katedry Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci Szkolty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie. Zebrane dane obejmowaty s$rednice stref zahamowania wzrostu drobnoustrojow wskazni-
kowych obserwowane w metodzie dyfuzyjnej studzienkowej, w ktoérej jako czynnik hamujacy wykorzy-
stywano pelne hodowle LAB (WBC), bezkomoérkowy ptyn pohodowlany (CFS) oraz zneutralizowany,
traktowany katalaza, ptyn pohodowlany (CFN). Sposrod analizowanych szczepow LAB najwyzsza ak-
tywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wykazywalty szczepy gatunku Lactobacillus plantarum, a najnizsza —
Lb. fermentum. Szczepy wyizolowane z serow regionalnych (a szczegdlnie z oscypka) charakteryzowaty
si¢ najwigkszym antagonizmem w stosunku do L. monocytogenes, zjawisko to wystgpowalo zaré6wno
w WBC, CFS, jak i CFN. Wykazano, ze badane szczepy LAB charakteryzuja si¢ zréznicowanymi wlasci-
wosciami przeciwdrobnoustrojowymi, przy czym zroznicowanie to jest zalezne od takich czynnikow, jak
zrodlo izolacji oraz przynaleznos¢ filogenetyczna.

Stowa kluczowe: aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, bakterie fermentacji mlekowej, Lactobacillus,
zywno§¢ tradycyjna, izolowanie

Wprowadzenie

Bakterie fermentacji mlekowej (ang. Lactic Acid Bacteria, LAB) to zréznicowana
filogenetycznie grupa mikroorganizméw, ktorych wspolng cechg jest wytwarzanie
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kwasu mlekowego jako ubocznego produktu beztlenowego procesu oddychania ko-
morkowego. Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe LAB sg szczepozalezne i wynikaja
przede wszystkim ze zdolnosci do obnizania wartosci pH Srodowiska [2, 18] poprzez
syntez¢ kwasow organicznych: mlekowego, octowego i propionowego, jak rowniez
synteze nadtlenku wodoru, bakteriocyn oraz zwigzkéw bakteriocynopodobnych i in-
nych [15].

Hamowanie wzrostu mikroorganizmow niepozadanych w zywno$ci stanowi pod-
stawe technologicznego wykorzystania LAB w procesach zmierzajacych do wydtuze-
nia trwato$ci produktéw spozywezych [13, 16, 19].

Ze wzgledu na dhuga tradycje bezpiecznego stosowania wiele rodzajow bakterii
nalezacych do LAB zostato wpisanych na list¢ GRAS (ang. Generally Recognized as
Safe — powszechnie uznane za bezpieczne) [5]. Co wigcej, w grupie tej znajdujg si¢
mikroorganizmy o udowodnionych wtasciwosciach probiotycznych, czyli wykazujace
pozytywny wplyw na zdrowie cztowieka. Obecnie, gdy konsumenci poszukujg zywno-
$ci minimalnie przetworzonej, ale o0 mozliwie dtugim terminie przydatnosci do spozy-
cia, duze nadzieje wigze si¢ z wykorzystaniem szczepow LAB oraz ich metabolitow
w procesie utrwalania zywnosci. Bogatym zrodtem LAB jest zywno$¢ fermentowana
spontanicznie, ktora zawiera zréznicowana, naturalng mikroflore. W ostatnich latach,
w Polsce i na $wiecie, prowadzone sg liczne badania w zakresie oceny aktywnos$ci
antagonistycznej LAB w stosunku do drobnoustrojéw patogennych. Wciaz trwaja po-
szukiwania kolejnych, naturalnych zrodet izolacji nowych szczepow [1, 7, 13, 16, 19].

Badania prowadzone w latach 2014 - 2019 w Zaktadzie Higieny i Zarzadzania
Jakoécig Zywnos$ci Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie potwier-
dzity, ze LAB wyizolowane z r6znych rodzajéw fermentowanej zywnosci tradycyjnej
wykazujg wysoka aktywnos¢ antagonistyczng w stosunku do bakterii patogennych, tj.
Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli i in. [18, 22, 23]. Za-
obserwowano, ze drobnoustroje z grupy LAB moga znacznie r6znic¢ si¢ miedzy soba
profilem antagonizmu w stosunku do mikroorganizméw wskaznikowych.

Celem niniejszej pracy byla statystyczna analiza zwigzkéw pomiedzy zrodlem
izolacji szczepu LAB, jego przynaleznoscig filogenetyczng do okreslonego rodzaju
1 gatunku a wykazywanymi wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi w stosunku do
wybranych drobnoustrojow niepozadanych w zywnosci.

Material i metody badan

Przedmiot badan stanowity dane zebrane w latach 2014 - 2019 w ramach analiz
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych LAB, wykonanych w Zaktadzie Higieny
i Zarzadzania Jakoscia Zywnosci SGGW, opublikowane w recenzowanych czasopi-
smach [18, 22, 23]. Dane te obejmowaly srednice stref zahamowania wzrostu drobnou-
strojow wskaznikowych (L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes ATCC
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19111, L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC 10536, S. enteritidis ATCC
13076) obserwowane w metodzie dyfuzyjnej studzienkowej, w ktdrej jako czynnik
hamujacy wykorzystywano petne hodowle LAB (WBC), bezkomoérkowy ptyn poho-
dowlany (CFS) oraz zneutralizowany, traktowany katalaza, ptyn pohodowlany (CFN).
Sposrod analizowanych 66 szczepow LAB 41 nalezato do gatunku Lb. plantarum, po 9
— do gatunkoéw Lb. fermentum i Pediococcus pentosaceus, a 7 — do gatunku Lb. brevis.
Zrédtem izolacji szczepow analizowanych w badaniach byly sery regionalne — oscypek
(17) 1 ser korycinski (12), fermentowane wyroby migsne (schab — 6, kietbasa — 8, bale-
ron — 7) oraz serwatka kwasowa (16). Wszystkie oznaczenia byly wykonywane w 3
powtorzeniach, co uwzgledniono w analizie statystyczne;.

Analizy statystyczne prowadzono z uzyciem programu Statistica 13.1 (StatSoft,
Polska). W celu stwierdzenia statystycznej istotnos$ci obserwowanych réznic aktywno-
$ci antagonistycznej pomiedzy szczepami, gatunkami oraz rodzajami drobnoustrojow
a zrodtami izolacji, przeprowadzono jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA. Do
poréwnania warto$ci srednich post hoc zastosowano test HSD Tukeya. R6znice uzna-
wano za statystycznie istotng przy p < 0,05. Na podstawie analizy dyskryminacyjnej
wytypowano zmienne, ktére w najwyzszym stopniu determinujg réznice pomig¢dzy
przypadkami. Nastepnie dane poddano wielowymiarowej analizie skupien, a uzyskane
zgrupowania oceniono pod wzgledem jednorodno$ci obserwowanego czynnika (gatu-
nek/rodzaj drobnoustroju, zrodlo izolacji). Badania poszerzono o wielowymiarowa
analiz¢ czynnikowg oraz analize¢ sktadowych gtownych, aby oceni¢ wagi i liczbe czyn-
nikoéw determinujacych zmiennos¢ statystyczna w badanej probie.

Wiyniki i dyskusja

W tab. 1. przedstawiono wyniki wielowymiarowego testu istotnosci (testu Wilk-
sa) dla wszystkich rozpatrywanych czynnikéw determinujacych zmiennos¢ w grupie.

Tabela 1. Wartosci charakteryzujace istotno$¢ roznic (test Wilksa)

Table 1. Values characterizing the significance of differences (Wilks test)
Czynnik Wartosé F Efekt df Btad df
Factor Value df effect df error P

Zrédio izolaci 0,002 23,05 90 1018,862 0,000000
Source of isolation

Rodzaj / Genus 0,817 2,755 15 185 0,000742
Gatunek / Species 0,346 5,194 45 544,427 0,000000

Szczep / Strain 0,000 4,655 990 1832,957 0,000000

Rozpatrywane w analizie czynniki determinowaty wystepowanie rdznic staty-
stycznie istotnych pomigdzy obserwowanymi mikroorganizmami. Zmienno$¢ w grupie
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byta w najwickszym stopniu determinowana przez zrodto izolacji szczepu. Na rys. 1.,
2.1 3. przedstawiono $rednice stref zahamowania wzrostu drobnoustrojow wskazniko-
wych, obserwowane dla szczepow w zaleznosci od ich przynaleznosci filogenetycznej
i zrodta izolacji. Sposrdd analizowanych szczepow LAB najwyzsza aktywnos$¢ prze-
ciwdrobnoustrojowa wykazywaly Lb. plantarum, a najnizsza — Lb. fermentum (rys. 1).
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Objasnienia / Explanatory notes:
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ficant differences among species (p < 0.01).

Rys. 1. Srednice stref zahamowania wzrostu drobnoustrojow wskaznikowych [mm] obserwowane dla
pelnych hodowli LAB (WBC) w obecnosci badanych bakterii

Fig. 1. Diameters of the growth inhibition zones of indicator microorganisms [mm], as tracked for
whole LAB (WBC) cultures in the presence of tested bacteria

Nie obserwowano rdznic statystycznie istotnych pomiedzy Lb. brevis i Pd. pento-
saceus. Szczegdlnie interesujaca wydaje si¢ bardzo wysoka aktywno$¢ antagonistyczna
w stosunku do L. monocytogenes, charakteryzujaca analizowane szczepy Lb. planta-
rum. Gatunek ten jest jednym z bardziej rozpowszechnionych w Srodowisku zywnosci
fermentowanej i tradycyjnej. Potencjat przeciwdrobnoustrojowy Lb. plantarum wynika
z obecnos$ci roznych regiondéw DNA kodujacych wytwarzanie bakteriocyn (np. planta-
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rycyny), jak réwniez egzopolisacharyddéw i gendw zaangazowanych w metabolizm
cukru. Wskazane wlasciwosci sprawiaja, ze gatunek ten wykazuje duze zdolnosci
adaptacyjne i probiotyczne [8].

Arena 1 wsp. [4] réwniez obserwowali zdolno$¢ istotnego hamowania wzrostu
L. monocytogenes, a takze E. coli i S. aureus, wykazywang przez Lb. plantarum. Wielu
badaczy donosi rowniez o skutecznosci antagonistycznej LAB w stosunku do Listeria
spp., co moze by¢ przydatne technologicznie w utrwalaniu zywnosci gotowej do spo-
zycia czy minimalnie przetworzone;.

Pomigdzy analizowanymi zgrupowaniami (rodzaje i gatunki badanych bakterii)
nie odnotowano roéznic w zakresie antagonizmu w stosunku do E. coli. Oddzialywanie
to mozna oceni¢ jako $rednie (Srednica stref zahamowania wzrostu w zakresie 6,5 +
10,0 mm). Aktywno$¢ przeciwko S. enteritidis rowniez mozna okresli¢ jako $rednig
($rednice 4,0 +~ 8,5 mm), przy czym byta ona istotnie nizsza w przypadku Lb. fermen-
tum w porownaniu z pozostatymi badanymi rodzajami i gatunkami bakterii. Wielu
badaczy donosi o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej tych gatunkow LAB [3, 9, 12,
25].

Po przeanalizowaniu wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych szczepow w zalez-
nosci od zrodia izolacji (rys. 2) wykazano, ze szczepy wyizolowane z serow regional-
nych (szczegodlnie z oscypka) charakteryzowaly si¢ bardzo wysokim antagonizmem
w stosunku do wszystkich badanych szczepoéw L. monocytogenes, szczegdlnie w przy-
padku petnych hodowli LAB. Sip i wsp. [24] stwierdzili, ze szczepy wyizolowane
z innego sera podhalanskiego — gotki rowniez charakteryzowatly si¢ bardzo wysoka
aktywnoscig antagonistyczng w stosunku do Listeria sp., a niektore z nich byly zdolne
do syntezy bakteriocyn [24]. Szczepy wyizolowane z sera korycinskiego hamowaty
istotnie najsilniej wzrost E. coli. Najnizszg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg zaob-
serwowano w przypadku szczepdéw wyizolowanych z serwatki kwasowe;j. Interesujace,
ze w przypadku tych szczepoéw ich aktywnos¢ antagonistyczna w stosunku do L. mo-
nocytogenes byla nizsza niz antagonizm w stosunku do E. coli.

Na rys. 3. przedstawiono aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa bezkomorkowego
ptynu pohodowlanego badanych szczepow LAB. Medium to charakteryzowalo si¢
stabszymi wiasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi, w poréwnaniu z pelnymi ho-
dowlami, ze wzgledu na pozbawienie go zywych komorek bakterii, ktore moga wyka-
zywa¢ dzialanie przeciwdrobnoustrojowe na drodze innych mechanizméw.

Szczegoblnie zauwazalna byta nizsza aktywnos$¢ antagonistyczna bezkomorkowe-
go ptynu pohodowlanego (CFS) w stosunku do L. monocytogenes (zmniejszenie stref
zahamowania wzrostu nawet o 4 + 5 mm w poréwnaniu z petng hodowlg). Zjawisko to
moze by¢ zwigzane z wyzsza zdolnos$cig adaptacyjng L. monocytogenes w porownaniu
z pozostatymi drobnoustrojami wskaznikowymi. Ramos i wsp. [20] wykazali po zasto-
sowaniu GC-MS, ze supernatant z hodowli Lb. plantarum jest wielosktadnikowg mie-
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szaning biologicznie aktywng, zawierajaca m.in. takie substancje przeciwdrobnoustro-
jowe, jak kwasy: octowy, bursztynowy, benzoesowy i mastowy, oraz etanol
i 5-metylohydantoina [20].
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wzgledu na zrodta izolacji szczepow / mean values denoted by different letters differ statistically signifi-
cantly due to strain isolation sources (p < 0.01).

Rys.2. Srednice stref zahamowania wzrostu drobnoustrojow wskaznikowych [mm] w zaleznosci od
stosowanego zrodta izolacji LAB, obserwowane dla pelnych hodowli (WBC) LAB w obecnosci
badanych bakterii

Fig. 2.  Diameters of growth inhibition zones of indicator microorganisms [mm] that depend on source
of LAB isolation as tracked for whole LAB (WBC) cultures in the presence of tested bacteria

Zastosowanie CFS moze by¢ interesujacg strategig przedtuzania trwatosci zywno-
sci. Wybrane CFS zawierajace substancje chemiczne wytwarzane przez bakterie moga
by¢ skuteczne w hamowaniu patogendw, zwlaszcza tam, gdzie nie ma mozliwosci
dodania zywych drobnoustrojow lub tez ich dodatek bylby nieskuteczny, np. w zywno-
sci poddanej chtodzeniu, w ktorej L. monocytogenes moglaby si¢ namnazac, a pateczki
kwasu mlekowego —nie [4, 11, 21].
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Rys. 3. Srednice stref zahamowania wzrostu drobnoustrojéow wskaznikowych [mm], obserwowane w
przypadku bezkomorkowego ptynu pohodowlanego w obecnosci badanych bakterii

Fig3.  Diameters of the growth inhibition zones of indicator microorganisms [mm] as tracked for cell-
free supernatant in the presence of tested bacteria

W tab. 2. przedstawiono liczbe szczepéw w zneutralizowanym i traktowanym ka-
talazg ptynie pohodowlanym (CFN), pozbawionym zywych komorek bakterii, ktory
wykazywal aktywno$¢ antagonistyczng w stosunku do drobnoustrojow wskazniko-
wych.

Szczepy, ktorych CFN wykazuje zdolno$¢ hamowania wzrostu patogendéw, moga
syntetyzowac substancje przeciwdrobnoustrojowe aktywne w $rodowisku o pH neu-
tralnym takie, jak np. bakteriocyny [4]. Zaobserwowano, ze w zaleznosci od zrddta
izolacji zmienny jest udziat takich szczepéw w catej grupie. Nalezy doda¢, ze aktyw-
nos¢ antagonistyczna CFN korelowata dodatnio z aktywno$cig antagonistyczng pelnej
hodowli, co potwierdza, ze syntetyzowane przez badane szczepy substancje przeciw-
drobnoustrojowe zwigkszajg ich zdolno$¢ do konkurencji.
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Tabela 2. Liczba szczepow wykazujacych aktywno$¢ antagonistyczng w zneutralizowanym ptynie po-
hodowlanym — CFN ($rednica strefy zahamowania wzrostu 0,5 + 3,5 mm)
Table 2.  The number of strains showing antagonistic activity in CFN (diameter of growth inhibition

zone 0.5 + 3.5 mm)

Zrédto izolacji / Source of isolation
Szczep wskazni- Serwatka ser regionalny fermentowany produkt miesny
kowy kwasowa regional cheese fermented meat product
Indicator strain Acid ., .. | baleron schab kietbasa
whey oscypek korycitiski gammon pork loin sausage
L. monocytogenes 2z16 17217 0z12 1z7 226 0z8
ATCC 19111 2from16 | 17 from17 | Ofrom12 | 1 from7 2 from 6 0 from 8
L. monocytogenes 2z16 17217 0z12 1z7 226 0z8
ATCC 15313 2from16 | 17 from17 | Ofrom12 | 1 from7 2 from 6 0 from 8
L. monocytogenes 2z16 17217 0z12 1z7 226 0z8
ATCC 7644 2 from16 | 17 from17 | Ofrom12 | 1 from7 2 from 6 0 from 8
S. enteritidis 2716 17217 0z12 127 0z6 128
ATCC 13076 2 from16 | 17 from17 | Ofrom12 | 1 from7 0 from 6 1 from 8
E.coli ATCC 2716 17217 8z 12 2277 0z6 128
10536 2from16 | 17 from17 | 8from12 | 2 from7 0 from 6 1 from 8

Wyniki czgstkowe analizy dyskryminacyjnej danych w zaleznosci od Zrédta izo-
lacji przedstawiono w tab. 3. Stwierdzono, ze niemal wszystkie zmienne determinujg
zmienno$¢ w grupie, co podkresla znaczenie zrodia izolacji LAB dla ich aktywnosci
antagonistycznej.

Zastosowanie analizy dyskryminacyjnej umozliwito takze wykazanie, ze najwigk-
szy wplyw na zmienno$¢ w grupie ma:

— w zalezno$ci od rodzaju LAB — aktywno$¢ antagonistyczna wyrazana w stosunku
do L. monocytogenes ATCC 7644 przez CFS (p = 0,0089), S. enteritidis ATCC
13076 przez CES (p = 0,045) i CFN (p = 0,018), oraz E. coli ATCC 10536 przez
CFS (p=0,011);

— w zaleznos$ci od gatunku LAB — aktywno$¢ antagonistyczna wyrazana w stosunku
do L. monocytogenes ATCC 19111 przez WBC (p = 0,023), L. monocytogenes
ATCC 15313 przez WBC (p = 0,0015), L. monocytogenes ATCC 7644 przez WBC
(p =0,026), S. enteritidis ATCC 13076 przez CFS (p =0,0001) i CFN (p = 0,025).

Na podstawie analizy sktadowych gtownych wykazano, ze zmienno$¢ w grupie
w zaleznosci od zrodta izolacji determinowana jest przez 15 czynnikoéw, przy czym 3
pierwsze okreslajg ja w 84,54 %. Na rys. 4. przedstawiono projekcje przypadkow na
ptaszczyzne 2 czynnikow. Zaobserwowano utworzenie 4 wyraznych skupien, grupuja-
cych rezultaty otrzymane dla szczepow wyizolowanych z okreslonych zrodet.
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Tabela 3. Podsumowanie analizy funkcji dyskryminacyjnej w zaleznosci od zrdédta izolacji szczepu LAB
(15 zmiennych, 6 grup)

Table 3.  Summary of discriminant function analysis depending on source of isolation of LAB strain (15
variables, 6 groups)

Lambda
. . Wilksa Czastk. Wilksa Tolerancja
Zmienna / Variable Wilks’ Pa?tial. Wilks’ P Toleran(ge

lambda
L. monocytogenes ATCC 19111 (WBC) 0,003664 0,836595 0,000006 0,682182
L. monocytogenes ATCC 19111 (CFS) 0,003640 0,842182 0,000010 0,583704
L. monocytogenes ATCC 19111 (CFN) 0,003471 0,883035 0,000454 0,529577
L. monocytogenes ATCC 15313 (WBC) 0,004265 0,718699 0,000000 0,718098
L. monocytogenes ATCC 15313 (CFS) 0,003183 0,963029 0,238977 0,703903
L. monocytogenes ATCC 15313 (CFN) 0,003195 0,959499 0,191181 0,552675
L. monocytogenes ATCC 7644 (WBC) 0,003466 0,884372 0,000511 0,687656
L. monocytogenes ATCC 7644 (CFS) 0,003519 0,871184 0,000156 0,717403
L. monocytogenes ATCC 7644 (CFN) 0,003391 0,903851 0,002771 0,498992
S. enteritidis ATCC 13076 (WBC) 0,003281 0,934176 0,031878 0,656707
S. enteritidis ATCC 13076 (CES) 0,003854 0,795301 0,000000 0,873316
S. enteritidis ATCC 13076 (CFN) 0,003346 0,916187 0,007719 0,791654
E. coli ATCC 10536 (WBC) 0,003488 0,878869 0,000313 0,787461
E. coli ATCC 10536 (CFS) 0,004234 0,723901 0,000000 0,846930
E. coli ATCC 10536 (CFN) 0,003259 0,940461 0,051028 0,820480

Aktywno$¢ antagonistyczna wykazywana przez bakterie fermentacji mlekowej
zalezy od ich zdolnosci do produkcji takich substancji, jak: kwasy organiczne, nadtle-
nek wodoru, bakteriocyny, egzopolisacharydy i in. Zalezno$¢ wlasciwosci przeciw-
drobnoustrojowych mikroorganizméw od zrodta izolacji jest stosunkowo rzadko
przedstawiana w literaturze. Astha i wsp. [17] obserwowali roznice aktywnosci anta-
gonistycznej szczepdw wyizolowanych z roznych zrodet. Synteza pewnych substancji
przeciwdrobnoustrojowych (np. bakteriocyn) nie jest prowadzona w sposob ciagty,
a moze by¢ indukowana przez okre§lone warunki srodowiska, w tym przez obecno$¢
w §rodowisku drobnoustroju konkurujgcego [6, 10, 14]. W zwigzku z tym mozna przy-
puszczad, ze szczepy wykazujace zdolno$¢ syntezy takich substancji mogly mie¢ kon-
takt z danym drobnoustrojem wskaznikowym (lub innym, podatnym na dziatanie dane;j
substancji przeciwdrobnoustrojowej) w srodowisku stanowigcym zrodto izolacji LAB.
Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa szczepdw LAB moze by¢ takze zalezna od sktadu
zrodia izolacji (zawarto$¢ makro- i mikroelementéw w produkcie) oraz jego pochodze-
nia geograficznego. Rozne obszary geograficzne charakteryzujg si¢ bowiem wystepo-
waniem typowej dla siebie puli mikroorganizmow, ktorych cechy funkcjonalne moga
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BAL — baleron / gammon, KL — kielbasa / sausage, SCH — schab / pork loin, S — serwatka kwasowa / acid
whey.

Rys. 4. Projekcja przypadkow na plaszczyzng 2 czynnikow wyjasniajacych zmienno$¢ w grupie
Fig. 4. Projection of cases on plane of 2 factors to explain variability within group

by¢ warunkowane czynnikami $rodowiskowymi i technologicznymi. Dalsza analiza
produktéw fermentowanych, stanowigcych bogaty rezerwuar szczepdéw nalezacych do
LAB, moze prowadzi¢ do wytypowania zrodel szczegdlnie obiecujacych pod wzgle-
dem otrzymania izolatow o okreslonych, korzystnych cechach funkcjonalnych, w tym
o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych.

Whioski

1. Sposrod analizowanych szczepdéw LAB najwyzsza aktywnos¢ przeciwdrobnou-
strojowg wykazywaty bakterie gatunku Lb. plantarum, a najnizsza — Lb. fermen-
tum.

2. Szczepy wyizolowane z serow regionalnych (szczegodlnie z oscypka) charaktery-
zowaly si¢ najwigkszym antagonizmem w stosunku do L. monocytogenes, a zjawi-
sko to wystepowato zarowno w WBC, CFS, jak i CFN. Wskazuje to na zdolno$¢
badanych szczepow do syntezy substancji o aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowe;.
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(1]
(2]

(3]
(4]

(3]

(6]

[10]

(1]

[12]

[13]

Konieczne sg dalsze badania w zakresie oceny i identyfikacji zwigzkoéw chemicz-
nych determinujgcych whasciwosci antagonistyczne szczepow, szczegbdlnie w za-
kresie zwigzkow aktywnych w §rodowisku o pH neutralnym.

Na podstawie analizy statystycznej wykazano, ze badane szczepy LAB charaktery-
Zujg si¢ zréznicowanymi wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi, przy czym
zrdéznicowanie to jest zalezne od takich czynnikéw, jak Zrédto izolacji oraz przyna-
lezno$¢ filogenetyczna.
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COMPARISON OF ANTAGONISTIC ACTIVITY OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED

FROM VARIOUS TYPES OF TRADITIONAL FOOD

Summary

The objective of the research study was a statistical analysis of the correlations between the source of
isolation of 66 lactic bacteria (LAB) strains, their phylogenetic affiliation to a specific genus and species,
and the verified antimicrobial properties against Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis and
Escherichia coli. The analysis was performed based on the data collected during a study project conducted
in the Department of Hygiene and Food Quality Management at the ‘SGGW’ Warsaw University of Life
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Sciences in 2014 - 2019. The collected data included the diameters of inhibition zones of the indicator
microorganisms as tracked in a well diffusion method, in which the following was used as inhibitory
factors: full LAB cultures (WBC), a cell-free supernatant (CFS) and a neutralized, catalase treated cell-
free supernatant (CFN). Of the LAB strains analysed, the highest antimicrobial activity was found in the
Lb. plantarum strains, and the lowest in the Lb. fermentum strains. The strains isolated from the regional
cheeses (particularly from ‘oscypek’) were characterised by the greatest antagonism towards L. monocyto-
genes; that phenomenon occurred in WBC, CFS as well as in CFN. It was shown that the LAB strains
tested were characterized by diverse antimicrobial properties whereby this diversity depended on the
factors such as the source of isolation and phylogenetic affiliation.

Key words: antagonistic activity, lactic acid bacteria, Lactobacillus, traditional food, isolation
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WPLYW POLIFENOLI Z WYTLOKOW Z PSEUDOOWOCOW ROSA
RUGOSA THUNB. NA WZROST BAKTERII Z RODZAJU
LACTOBACILLUS

Streszczenie

Polifenole jako metabolity wtorne roslin stanowia podstawowa barier¢ dla mikroflory uznanej za cho-
robotwoércza 1 patogenna (wirusy, grzyby, bakterie). Spozywane wraz z pokarmem zdolne sa do wywota-
nia wielu pozytywnych efektow w organizmach ssakow (zwierzat i cztowieka) oraz ptakow. Przypisuje im
si¢ nie tylko wlasciwosci przeciwutleniajace, ale takze obnizajace ci$nienie, przeciwzapalne oraz przeciw-
drobnoustrojowe. Tym samym niestrawione polifenole docierajac do jelit w znacznym stopniu odpowiada-
ja za modulacj¢ mikroflory jelitowej (w tym bakterii z rodzaju Lactobacillus). Jedna z roslin, ktora zawie-
ra duzo zwiazkow polifenolowych jest Rosa rugosa Thunb. — jeden z najpopularniejszych gatunkow
dzikiej rozy wystepujacy na terenie Polski.

Celem pracy byta ocena potencjalu prebiotycznego ekstraktéw polifenolowych surowych i oczyszczo-
nych otrzymanych z wytlokow z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb. w stosunku do bakterii z rodzaju
Lactobacillus (w tym szczepow o potwierdzonych wlasciwosciach probiotycznych). Dominujacymi gru-
pami polifenoli obecnymi w ekstraktach byly elagotaniny i procyjanidyny. W ekstraktach stwierdzono
rowniez obecno$¢ wolnego kwasu elagowego, flawonoli i wolnych katechin. Ponadto ekstrakty oczysz-
czone charakteryzowaty si¢ znacznie wigksza zawartoscig polifenoli w poréwnaniu z ekstraktami suro-
wymi. Przeprowadzono réwniez badania potencjatu prebiotycznego zliofilizowanych ekstraktow w sto-
sunku do bakterii z rodzaju Lactobacillus (w tym szczepu Lactobacillus brevis LOCK 0944
o potwierdzonych wiasciwosciach probiotycznych). W badaniach zastosowano metode turbidymetryczna.
Potencjal prebiotyczny w stosunku do bakterii z rodzaju Lactobacillus wykazywatly jedynie polifenole
w stezeniu 0,156 mg/ml. Powyzej tego stezenia polifenole zawarte w wytlokach z pseudoowocow Ro-
sa rugosa Thunb. dziataty jako czynnik ograniczajacy przyrost biomasy bakterii z rodzaju Lactobacillus.
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Stowa kluczowe: Lactobacillus sp., wzrost bakterii, Rosa rugosa Thunb., polifenole

Wprowadzenie

Rodzaj Rosa (nalezacy do rodziny Rosacea) obejmuje 120 - 200 gatunkow roz-
powszechnionych gtownie w strefie umiarkowanej i subtropikalnej na potkuli poéinoc-
nej [2, 16]. Wérdd licznych gatunkéw mozna wyrozni¢ m.in. Rosa rugosa (znang row-
niez jako réza pomarszczona, karbowana, japonska, fatdzistolistna), wystepujaca na
terenie potudniowo-wschodniej Polski, w Japonii, Chinach, na Kamczatce, Sachalinie
oraz na Poélwyspie Koreanskim [18, 22].

Ze wzgledu na morfologi¢ Rosa rugosa zaliczana jest do szczeciniastych i1 gg-
stych krzewow. Osigga do 2 metrow wysokosci. Pedy Rosa rugosa pokrywaja nierow-
ne kolce oraz wiloski. Lisce sg duze — do 22 cm, szarozielone od spodu i btyszczace
z wierzchu [21]. W okresie kwitnienia Rosa rugosa wytwarza ré6zowe kwiaty (o roz-
nym nat¢zeniu barwy; niekiedy biate), charakteryzujace si¢ wyraznym zapachem [29].
Pseudoowoce Rosa rugosa sa zazwyczaj czerwonej lub szkartatnej barwy. Przybierajg
ksztatt kulisty, butelkowaty lub wydtuzony. Wielkoscia przypominaja groch lub orze-
chy [21]. Wspo6lng cechg rodzaju Rosa jest unikatowy typ reprodukcji. To, co zazwy-
czaj nazywane jest ,,owocem rozy”, w rzeczywistosci stanowi zbioér owocoéw. Tym
samym tworzy tak zwany ,,pseudoowoc”, w ktorym twarde orzeszki (bedace owocem
wlasciwym) znajduja sie wewnatrz migsistej i barwnej okrywy [2, 3, 21, 30]. Owoce
Rosa rugosa sa powszechnie wykorzystywane w gastronomii i ziotolecznictwie.
W zwigzku z duzg zawartoscig witaminy C w $wiezych owocach (1200 =+
2500 mg/100 g) przypisuje si¢ im dzialanie moczopedne, przeciwszkorbutowe i przede
wszystkim przeciwutleniajace [4]. Ponadto ekstrakty z Rosa spp. zawieraja duzo
zwigzkow organicznych, takich jak: karotenoidy, olejki eteryczne, cukry, nienasycone
kwasy tluszczowe, kwasy organiczne. Szeroka gama zwigzkow polifenolowych izolo-
wanych z owocow Rosa rugosa obejmuje miedzy innymi terpenoidy, fenole, tokofero-
le, flawonoidy, garbniki i antocyjany [9, 17].

Ekstrakty z Rosa spp. wykazuja nie tylko duzg aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, ale
takze wlasciwosci: przeciwalergiczne, obnizajace cisnienie, przeciwcukrzycowe, prze-
ciwzapalne, przeciwwirusowe, przeciwdrobnoustrojowe [25]. Tym samym preparaty
z Rosa spp. zdolne sa do hamowania rozwoju bakterii i grzybow uznanych za patogen-
ne i zanieczyszczajace zywnos¢. W literaturze znajduja si¢ doniesienia $wiadczace
o tym, ze ekstrakty ograniczaja rozwdj gatunkow, takich jak: Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus, Enterococcus faecalis, Candida albicans [31].

Roéza jest czgsto stosowana do produkeji olejkoéw eterycznych, kosmetykow, per-
fum [9]. Liczne przemystowe zastosowania owocoOw rodzaju Rosa spowodowaty, ze
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w wielu srodowiskach moze dochodzi¢ do interakcji miedzy polifenolami zawartymi
w owocach a mikroorganizmami. Jedng z matryc, ktéra bez watpienia moze taczyc
metabolity wtorne roslin oraz bakterie z rodzaju Lactobacillus jest zywno$¢ [3].

Celem pracy byla ocena potencjatu prebiotycznego ekstraktow polifenolowych
otrzymanych z wytlokow z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb. w stosunku do bakte-
rii z rodzaju Lactobacillus (w tym szczepow o potwierdzonych wlasciwosciach probio-
tycznych).

Material i metody badan

Material biologiczny stanowity 3 szczepy bakterii z rodzaju Lacobacillus: Lacto-
bacillus acidophilus LOCK 0928, Lactobacillus brevis LOCK 0944 (szczep o potwier-
dzonych wiasciwosciach probiotycznych — PL 214504, B1) [10], Lactobacillus casei
LOCK 0979, ktore zostaly zdeponowane w Kolekeji Czystych Kultur Przemystowych
LOCK105 w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki £.6dzkiej.

Mrozone wyttoki z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb. (Polska Roza, Falenty
Nowe) poddawano 0,5-godzinnej ekstrakcji wodnej w stosunku 1 : 2 (v/v). Nastepnie
wyttoki ekstrahowano dwukrotnie statycznie przez 24 h z uzyciem 60-procentowego
roztworu acetonu lub 60-procentowego etanolu w stosunku 1 : 3 (v/v). Otrzymane
ekstrakty etanolowe i acetonowe zat¢zano w wyparce prozniowej (Hei-VAP Precision,
Heidolph, Schwabach, Niemcy). Nastepnie zatezone ekstrakty acetonowe lub etanolo-
we dzielono na 2 czg$ci. Jedna z nich poddawano oczyszczaniu z uzyciem chromato-
grafii kolumnowej na ztozu Amberlite XAD 1600 N (kopolimer diwinylobenzenu).
Ekstrakty surowe i oczyszczone poddawano suszeniu sublimacyjnemu z uzyciem liofi-
lizatora (Christ, Alpha 1-2 LDplus, Osterode am Harz, Niemcy). W otrzymanych liofi-
lizowanych ekstraktach oznaczano zawarto§¢ wybranych grup polifenoli: elagotanin,
flawonoli 1 flawanoli z uzyciem metod chromatograficznych HPLC opisanych przez
Milale i wsp. [16] oraz Kosmalg i wsp. [12]. Elagotaniny i flawonole oznaczano przy
uzyciu chromatografu Dionex z detektorem Dionex DAD (Dionex, USA) i kolumna
Gemini S5u C18 110A 250 mm x 4,6 mm, 5 um. Do oznaczania flawanoli stosowano
natomiast chromatograf Knauer Smartline (Knauer, Niemcy) z detektorem Knauer UV-
Vis P2800 i detektorem Shimadzu RF-10AXL (Shimadzu, Japonia) oraz kolumng Ge-
mini 5u C18 110A 250 mm x 4,6 mm, 5 pm).

Oceng aktywnosci oddzialywania potencjalnie prebiotycznego badanych ekstrak-
tow w stosunku do bakterii z rodzaju Lactobacillus wykonywano metodg turbidyme-
tryczng. Analizie poddawano cztery ekstrakty z wytlokéw z pseudoowocow Rosa ru-
gosa Thunb.: acetonowy surowy 1 oczyszczony oraz etanolowy surowy i oczyszczony,
o koncowym stezeniu polifenoli w zakresie 0,156 + 0,625 mg/ml. W tym celu zliofili-
zowane ekstrakty rozpuszczano w mieszaninie wody destylowanej i DMSO (dimetylo-
sulfotlenek; Sigma, USA) w stosunku 1 : 2 (v/v).
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Dynamike wzrostu bakterii z rodzaju Lactobacillus w obecnosci polifenoli zawar-
tych w ekstraktach z wytlokéw z pseudoowocoéw Rosa rugosa Thunb. prowadzono
z wykorzystaniem ptytki 96-dotkowej do mikrotestéw (Thermo Scientific, USA).
W tym celu do studzienki w mikrotescie wprowadzano 20 ul 10-krotnie zatezonego
podtoza MRS (de Man, Rogosa and Sharpe — MERCK, Niemcy) oraz 170 pl przygo-
towanych wczesniej ptynnych ekstraktow, ktorych stezenie w studzience wynosito
[mg/ml]: 0,156, 0,313 i 0,625. Przygotowane w ten sposob studzienki zaszczepiano
10 pl 24-godzinnej hodowli bakterii z rodzaju Lactobacillus (o ggstosci komodrek
10° jtk/ml). Proby kontrolne zamiast ekstraktow z wytlokow z pseudoowocow Rosa
rugasa Thunb. dopeliano do 200 ul woda destylowang. Do dotkéw wprowadzano
rowniez po 170 pl ekstraktow, 20 pl 10-krotnie stezonego podtoza MRS oraz 10 pl
podstawowego podtoza MRS. Przygotowane w ten sposob proby postuzyty jako tto
metody.

Zaszczepione plytki 96-dotkowe poddawano inkubacji w temperaturze optymal-
nej do wzrostu badanych mikroorganizméw. Pomiaru absorbancji przy A =560 nm
dokonywano w czasie t =0, 3, 5, 9, 12, 24, 30, 48 h za pomoca automatycznego czyt-
nika mikroptytek (TriStar2 S LB 942, Berthold Technologies, Niemcy). Wyniki przed-
stawiano w postaci wspolczynnika przyrostu biomasy (AA560) obliczonego z rowna-
nia:

AAS60 = Ay, — Ay

gdzie: Ay — ilo$¢ biomasy uzyta do zaszczepienia hodowli, Ay, — ilo$¢ biomasy
w kolejnych jednostkach czasu.

Uzyskane wyniki badan przedstawiono jako warto$ci srednie z co najmniej trzech
powtorzen. Poddano je analizie statystycznej za pomocg testu istotnosci rédznic
ANOVA 7z testem post-hoc Kruskala-Wallisa (p = 0,05) w przypadku obliczenia
wspoétczynnika przyrostu biomasy oraz za pomoca testu ANOVA z testem post-hoc
Dunkana (p = 0,05) w przypadku okreslania zawartosci polifenoli w ekstraktach. Obli-
czenia wykonywano w programie Statistica 12 (StatStoft, Polska).

Wiyniki i dyskusja
Analiza ilosciowa i jakosciowa ekstraktow

W tab. 1. przedstawiono sktad polifenolowy otrzymanych ekstraktow: surowych
i oczyszczonych. Ekstrakty roznity si¢ istotnie zawartoscig polifenoli, przy czym eks-
trakty surowe charakteryzowaty si¢ znacznie mniejszg zawartoscig zwigzkoéw polifeno-
lowych niz ekstrakty oczyszczone. Zawartos¢ polifenoli w ekstraktach surowych wy-
nosita odpowiednio: 8,8 g/100 g s.m. (ekstrakt etanolowy) i 14,9 g/100 g s.m. (ekstrakt
acetonowy), a w ekstraktach oczyszczonych: 29,2 g/100 g s.m. (ekstrakt etanolowy)
133,2 g/100 g s.m. (ekstrakt acetonowy). W ekstraktach wykazano obecnos¢ grupy
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zwigzkow polifenolowych: kwasu elagowego i elagotanin, flawanoli (procyjanidyn
1 wolnych katechin) i flawonoli.

Dominujacg grupe polifenoli obecng w ekstraktach otrzymanych z wytlokoéw
z pseudoowocOw Rosa rugosa Thunb. stanowily elagotaniny. Ich udzial w zaleznosci
od sposobu otrzymania ekstraktu wynosit 52 + 58 %. W ekstraktach obecny byt row-
niez wolny kwas elagowy, ktorego zawartos$¢ nie przekraczata 2 %. Dane literaturowe
potwierdzaja obecnos¢ tej grupy zwiazkéw w rozach. Wedhug Fecka [8] srednia zawar-
tos¢ elagotanin w owocach rdzy miesci si¢ w zakresie 43 + 126 mg/100 g s.m., migzsz
owocOw rézy zawiera ich natomiast 92 + 248 mg/100 g s.m. Koponen i wsp. [11]
podaja natomiast, ze zawarto$§¢ elagotanin w owocach Rosa rugosa wynosi do
110 mg/100 g $wiezego surowca.

Tabela 1. Sklad polifenolowy ekstraktow z wyttokow z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb.
Table 1.  Content of phenolics in extracts obtained from Rosa rugosa Thunb. pseudofruit

Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
etanolowy, etanolowy, acetonowy, acetonowy,
ek Surowy oczyszczony SUrowy oczyszczony
Zwigze Ethanolic Ethanolic Acetone extract, | Acetone extract,
Compound extract, crude extract, purified crude purified
Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych
Polyphenolic compounds content [mg/100 g s.m./d.m.]
Elagotaniny a 15379,7° b 17680,9¢
+ +
Ellagitannins 471437+ 33,8 +1344,9 8649,1"£727.1 +1141,2
Wolny kwas clagowy |50 a4 5 496,6° = 40,1 278,7°£324 | 6458°£298
Free ellagic acid
Flawonole 357,5°= 71,1 | 993,7°£1057 | 6032°+553 | 9784°+1427
Flavonols
Procyjanidyny 3377,5°£87,6 | 10750,1°£6,0 | 51443°+352 | 12475594395
Procyanidins
Wolne katechiny 196,2° + 12,2 1529,6° + 38,5 205,5"+ 6,9 1399,9°+ 5.0
Free catechins
Suma oznaczonych
zwigzkow
polifenolowych
Total of measured 8,8 29,2 14,9 33,2
polyphenolic
compounds
[¢/100 g s.m./d.m.]

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviation; a - d — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami ro6znig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) /
mean values denoted by different letters differ statistically significantly (p < 0.05).
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Druga dominujaca grupe zwigzkow polifenolowych w otrzymanych ekstraktach
stanowity procyjanidyny, ktorych udziat wynosit 35 + 38 %. Teleszko i wsp. [24] po-
daja, ze zawarto$¢ polimerdw procyjanidyn w owocach Rosa rugosa przekracza
25600 pg/g s.m. W badaniach wlasnych zawartos¢ glikozydoéw flawonoli w ekstrak-
tach wynosita 357 +~ 993 mg/100 g s.m., przy czym udzial w ekstraktach surowych byt
0 40 = 75 % mniejszy niz w ekstraktach oczyszczonych. Cunja i wsp. [6] oraz Milala
iwsp. [16] wykazuja obecno$¢ powyzszych zwigzkow w pseudoowocach roz,
a oznaczane zawarto$ci poszczegoélnych sktadnikow wahajg si¢ miedzy 41,2 +
117 mg/100 g s.m. w zaleznos$ci od odmiany roz.

Wplyw ekstraktow na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus

Na przyrost biomasy bakterii Lb. acidophilus EOCK 0928 wptyw mialo nie tylko
stezenie polifenoli zawartych w ekstrakcie z wyttokow z pseudoowocow Rosa rugosa
Thunb., ale takze sam sposob ekstrakcji. Polifenole zawarte w ekstraktach wodno-
etanolowych w stezeniu 0,156 mg/ml niezaleznie od stopnia oczyszczenia ekstraktu
mialy zdolno$¢ do stymulacji stopnia namnozenia biomasy bakterii Lb. acidophilus
LOCK 0928. Zaréwno przy dodatku ekstraktu wodno-etanolowego surowego, jak
1 oczyszczonego, przyrost biomasy bakterii byt o ponad 14 % wigkszy niz w hodowli
kontrolnej. Tym samym w hodowlach prowadzonych z dodatkiem polifenoli zawartych
w ckstraktach wodno-etanolowych biomasa nie przeszta w faz¢ zamierania, tak jak
w hodowlach kontrolnych. Dodatek polifenoli zawartych w ekstraktach wodno-
acetonowych do hodowli bakterii Lb. acidophilus £OCK 0928 skutkowal natomiast
nizszym stopniem namnozenia biomasy w poroéwnaniu z hodowlg kontrolng. Polifenole
w stezeniu 0,156 mg/ml zawarte w ekstrakcie wodno-acetonowym surowym dodane do
hodowli bakterii Lb. acidophilus LOCK 0928 spowodowaly, ze przyrost biomasy
w 12. h inkubacji byt wyraznie mniejszy niz w hodowli kontrolnej (o blisko 20 %).
Tym samym bakterie przechodzac w faze stacjonarng, nie byly w stanie namnozy¢ si¢
do poziomu zblizonego do hodowli kontrolnej. Z kolei polifenole w stgzeniu
0,156 mg/ml zawarte w ekstrakcie wodno-acetonowym oczyszczonym dodane do ho-
dowli bakterii Lb. acidophilus 1LOCK 0928 przyczynily si¢ do osiagniecia przez bio-
mas¢ fazy stacjonarnej w drugiej dobie. Hodowla z dodatkiem polifenoli w stezeniu
0,156 mg/ml zawartych w ekstrakcie wodno-acetonowym oczyszczonym osiggneta
podobny poziom do ilosci biomasy w hodowli kontrolnej (rys. 1A).

Dwukrotne zwigkszenie ste¢zenia polifenoli (do 0,313 mg/ml) spowodowato, ze
we wszystkich badanych przypadkach stopien namnozenia biomasy byt nizszy w przy-
padku hodowli z dodatkiem ekstraktu niz w hodowli kontrolnej. Polifenole w znacz-
nym stopniu wydtuzyly czas trwania fazy adaptacyjnej szczepu Lb. acidophilus L OCK
0928 (do 5 h). W ciagu kolejnych 2 h inkubacji przyrost biomasy byt prawie 10-krotny.
W ciggu nastepnych 13 h biomasa przyrosta 2-krotnie. Stopien namnozenia biomasy
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ulegat zwigkszeniu do 48 godziny inkubacji. Mimo tego byl prawie 2-krotnie mniejszy
niz w hodowli kontrolnej (tab. 2).

Polifenole w stezeniu 0,625 mg/ml zawarte w ekstraktach z wyttokéw z pseu-
doowocow Rosa rugosa Thunb. w znacznym stopniu ograniczyly wzrost bakterii Lb.
acidophilus LOCK 0928 (tab. 2).

Polifenole w stezeniu 0,156 mg/ml zawarte w ekstraktach z wyttokéw z pseu-
doowocow Rosa rugosa Tunb. zarowno stymulowaly przyrost biomasy bakterii Lb.
brevis LOCK 0944, jak i staty si¢ czynnikiem obnizajacym stopien namnozenia bioma-
sy w zalezno$ci od zastosowane]j procedury ekstrakcji. Roznice we wzroscie bakterii
z dodatkiem ekstraktow z wytlokéw z pseudoowocéw Rosa rugosa Thunb. widoczne
byly od 12. h prowadzenia hodowli. W 24. h hodowli ekstrakty: wodno-acetonowy
surowy oraz wodno-etanolowy oczyszczony spowodowaly, ze przyrost biomasy byt
wigkszy o ok. 7 + 10 % niz w hodowli kontrolne;j. Z kolei ekstrakty: wodno-acetonowy
oczyszczony i wodno-etanolowy surowy przyczynity si¢ do tego, ze biomasa bakterii
Lb. brevis LOCK 0944 przyrosta na zdecydowanie nizszym poziomie (o 6 + 12 %)
(rys. 1B).

Dwukrotne podwyzszenie stezenia polifenoli (do 0,313 mg/ml) spowodowato, ze
dodatek ekstraktow wptynagl na obniZenie stopnia namnozenia biomasy w poréwnaniu
z hodowlg kontrolng (tab. 2).

Gdy stezenie polifenoli osiagneto 0,625 mg/ml bakterie Lb. brevis LOCK 0944
nie byly zdolne do wzrostu po dodaniu do hodowli ekstraktu wodno-acetonowego
oczyszczonego oraz wodno-etanolowego surowego. Poziom namnozenia biomasy
z dodatkiem polifenoli (o stezeniu 0,625 mg/ml) zawartych w ekstraktach: wodno-
etanolowym oczyszczonym oraz wodno-acetonowym surowym byl natomiast ponad
4-krotnie mniejszy niz w hodowli kontrolnej (tab. 2).
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Objasnienia / Explanatory notes:
Na rysunku przedstawiono warto$ci §rednie 1 odchylenia standardowe (w postaci stupkdow btedu) / Figure
shows mean values and standard deviations (presented as error bars).

Rys. 1. Przyrost biomasy bakterii z rodzaju Lactobacillus: A — Lb. acidophilus EOCK 0928, B — Lb.
brevis LOCK 0944, C — Lb. casei LOCK 0979 w zaleznosci od dodatku polifenoli w stezeniu
0,156 mg/ml zawartych w ekstraktach z wyttokow z pseudoowocoéw Rosa rugosa Thunb.

Fig. 1. Increase in biomass of Lactobacillus bacteria: A — Lb. acidophilus LOCK 0928, B — Lb.s brevis
LOCK 0944, C — Lb. casei LOCK 0979 depending on polyphenols added at concentration of
0.156 mg/ml contained in extracts from Rosa rugosa Thunb. pseudofruit pomace
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Tabela 2.  Wzrost bakterii Lactobacilllus spp. determinowany zawarto$cia polifenoli w ekstraktach

Table 2.  Growth Lactobacillus spp. bacteria dependent on content of polyphenols in extracts
Przyrost biomasy / Biomass increase [AA560]
Szczep Godzina Ekstrakt wodno-acetonowy / Water-acetone extract
Strain Hour Surowy / Crude Oczyszczony / Purified
0,321 mg/ml 0,625 mg/ml 0,321 mg/ml 0,625 mg/ml
0,076° + 0,012 0+0 0,056° + 0,051 0+0
0,171°+ 0,007 0°+0 0,146°+ 0,074 | 0,076*° +0,003
o 0,481° + 0,008 0°+0 0,488°+0,139 | 0,089*"+ 0,004
L’i‘ géﬁogé’zléus 12 0,556° + 0,005 0™+ 0 0,575°+ 0,121 | 0,171*" £ 0,004
24 0,608°+ 0,005 | 0,052*°+0,012 | 0,574°+0,045 | 0,213*°+0,008
30 0,635°+0,003 | 0,152*°+0,019 | 0,583°+0,043 | 0,235*°+0,009
48 0,651*°+0,004 | 0,157*°+0,008 | 0,623*°+0,004 | 0,028"+0,008
0+£0 0*+0 0°+0 0,058°+ 0,015
0,023*° + 0,009 0°+0 0*°+0 0,049*° + 0,011
. 0,259*" £ 0,056 0°+0 0,043*°£0,011 | 0,052*°+0,014
LLé"CIb(rf);’j . 12 | 0,348 +0,043 | 0,039°+0,019 | 0,128 +0,009 | 0,069°+0,012
24 0,439*°+£ 0,018 | 0,127*°*+0,005 | 0,171*°+0,009 | 0,031*°+0,017
30 0,443*°+£ 0,017 | 0,135*+0,001 | 0,188*°+0,025 | 0,028*°+0,018
48 0,437*°+£ 0,016 | 0,129*°+0,005 | 0,196 +0,009 | 0,014*°+0,013
0+0 0+£0 0°+0 0£0
0+0 0+0 0°+0 0+0
. 0+£0 0+£0 0°+0 0+£0
Lé’éé“gg’m 12 0+0 0+0 0°+0 0+0
24 0,362*°+ 0,039 | 0,049*°+0,041 | 0,103*°+0,036 0°+0
30 0,392*°+£ 0,041 | 0,119*°+0,035 | 0,124*°+0,056 0**+0
48 0,513*°+0,043 | 0,164*°+0,039 | 0,169*°+0,001 0**+0
S ) Ekstrakt wodno-etanolowy / Water-ethanolic extract
Szt::f G%izlﬁla Surowy / Crude Oczyszczony / Purified
0,321 mg/ml 0,625 mg/ml 0,321 mg/ml 0,625 mg/ml
0°+0 0+£0 0°+0 0+£0
0,066 + 0,005 0+0 0+ 0 0°+0
o 0,418+ 0,005 0+0 0,015*°+£0,009 | 0,011°+0,009
L’i‘ géﬁogé’zllgus 12 | 0,509**+0,003 | 0,148°+0,039 | 0,149**+0,021 | 0,085+ 0,039
24 0,529*°+£0,004 | 0,224*°+0,011 | 0,322*°+0,008 | 0,118"+0,022
30 0,542°°+ 0,002 | 0,249*°+0,031 | 0,347*°+0,003 | 0,132%°+0,012
48 0,583*°+ 0,007 | 0,222*°+0,035 | 0,389*°+0,003 | 0,161%°+0,012
0+0 0+0 0,058° + 0,039 0°+0
Lb. brevis 0*° + 0 0+0 0,154** £ 0,039 0°+0
LOCK 0944 0,135*°+ 0,024 0*+0 0,365+ 0,024 | 0,102*°+0,015
12 0,205*° + 0,023 0*°+0 0,456*°+0,021 | 0,182%°+0,017
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24 0,269*° + 0,017 0**+0 0,496*°+ 0,012 | 0,202%° + 0,024
30 0,269*° £ 0,018 0**+0 0,483+ 0,018 | 0,205*° + 0,023
48 0,236 + 0,021 0*° + 0 0,503**+£ 0,026 | 0,183"+ 0,023
0+0 0+0 0,058° + 0,039 0°+0
0*+0 0+0 0,051%° + 0,008 0+0
b . 0°+0 0+0 0,272**+ 0,028 0+0
. casei 0
12 0%+ 0 0+0 0,391%° + 0,021 0+0
LOCK 0979 J i
24 0*° + 0 0°+0 0,544%° + 0,008 0,008 + 0,07
30 0**+0 0**+0 0,567*°+£ 0,013 | 0,055*°+0,019
48 0*°+0 0*°+0 0,567%°+ 0,017 | 0,143%°+0,021

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

Polifenole w stezeniu 0,156 mg/ml zawarte w ekstraktach z wyttokéw z pseu-
doowocow Rosa rugosa Tunb. oddzialywaly réwniez dwojako na przyrost biomasy
bakterii Lb. casei LOCK 0979 — stymulowaty ten przyrost lub byty czynnikiem obniza-
jacym stopien namnozenia biomasy w zaleznosci od zastosowanej procedury ekstrak-
cji. Roznice we wzroscie bakterii z dodatkiem ekstraktow z wytlokow z pseudoowo-
cOW Rosa rugosa Thunb. widoczne byly od poczatku prowadzenia hodowli. W 24
godzinie hodowli ekstrakt wodno-etanolowy oczyszczony spowodowat, ze przyrost
biomasy byt wigkszy o ok. 16 % w stosunku do hodowli kontrolne;j. Z kolei ekstrakty:
wodno-acetonowy surowy i wodno-etanolowy surowy w stezeniu 0,156 mg/ml nie
wplywaly znaczaco na przyrost biomasy bakterii Lb. casei LOCK 0979. Polifenole
zawarte w ekstrakcie wodno-actonowym oczyszczonym do 12 godziny hodowli ha-
mowatly przyrost biomasy bakterii Lb. casei LOCK 0979. Po 48-godzinnej inkubacji
stopien namnozenia biomasy w hodowli z dodatkiem ekstraktu byt nizszy o ok. 30 %
(rys. 1C).

Zastosowanie dwukrotnie wyzszego stezenia polifenoli (0,313 mg/ml) w ekstrak-
cie wodno-etanolowym oczyszczonym nie wptyneto znaczaco na wzrost bakterii Lac-
tobacillus casei LOCK 0979. W przypadku pozostatych trzech badanych ekstraktow
polifenole w nich zawarte wplynety na ograniczenie przyrostu biomasy bakterii Lacto-
bacillus casei LOCK 0979. Stopien namnozenia biomasy byt o ok. 24 % mniejszy przy
stosowaniu dodatku ekstraktu wodno-acetonowego surowego i o ok. 33 % mniejszy —
w obecnosci ekstraktu wodno-acetonowego oczyszczonego. Z kolei ekstrakt wodno-
etanolowy surowy o stezeniu polifenoli 0,313 mg/ml uniemozliwit wzrost bakterii
Lactobacillus casei L OCK 0979 (tab. 2).

Przy stezeniu polifenoli na poziomie 0,625 mg/ml kazdy z czterech ekstraktow
z wyttokdw Rosa rugosa Thunb. uniemozliwial rozwo6j bakterii Lactobacillus casei
LOCK 0979.

Mimo ze wigkszo$¢ polifenoli spozywanych wraz z pokarmem roslinnym zostaje
bezposrednio wchtonigta po zjedzeniu, duza czgs¢ wtornych metabolitéw roslin trafia
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do jelit, gdzie w znacznym stopniu odpowiada za modulacj¢ mikroflory. Wsrod grupy
polifenoli, ktére wywierajag wptyw na mikroflore jelitowa ssakow wyrdznia sig: polife-
nole glikozylowane ramnozg, estry kwasu hydroksycynamonowego, lignany, czy pro-
cyjanidyny [1]. Ponadto bakterie jelitowe zdolne sg do metabolizmu polifenoli, takich
jak flawan-3-ol i mogg by¢ czynnikiem wplywajacym na powstawanie nowych zwigz-
koéw fenolowych (,,in situ”) — niekiedy cechujacych sie¢ wyzszg biodostepnoscig niz
substraty, z ktérych zostaty utworzone [19].

W badanych ekstraktach oznaczono zawarto$¢ procyjanidyn i wolnych katechin,
ktore uznawane sg za polifenole wplywajace na mikroflore jelit. Bakterie z rodzaju
Lactobacillus sa typowymi przedstawicielami mikroflory: jamy ustnej, zotadka, jelita
czczego 1 kretego, dwunastnicy oraz okr¢znicy. Tym samym mozliwe jest, aby nie-
strawione polifenole docierajace do poszczegélnych odcinkow przewodu pokarmowe-
go czlowieka w znacznym stopniu wptywaty na stopienh namnozenia bytujgcych w nim
bakterii. Niemniej jednak odpowiedz bakterii z rodzaju Lactobacillus jest zazwyczaj
cecha szczepowsa. Zalezy réwniez od grupy zwigzkoéw polifenolowych oraz ewentual-
nych uzdolnien metabolicznych bakterii.

Niewchtonigte polifenole moga dziata¢ jak aktywatory badz inhibitory wybranych
grup mikroorganizméow. W zaleznosci od struktury (podstawniki pier§cieni aromatycz-
nych) i stgzenia moga selektywnie hamowaé rozwoj patogenow, a stymulowa¢ wzrost
bakterii komensalnych — w tym takze szczepdéw uznanych za probiotyczne [5, 14, 15].
Z wielu badan przeprowadzonych na mikroflorze jelitowej cztowieka i ssakow (szczu-
row, $win) wynika, ze polifenole majg korzystny wplyw na wzrost bakterii z rodzaju
Lactobacillus [7, 26, 27, 28]. Rodriguez i wsp. [20] w swoich badaniach przedstawili
aktywno$¢ enzymatyczng bakterii Lactobacillus plantarum, dzigki ktérej mozliwe jest
degradowanie niektorych zwigzkoéw polifenolowych. Landete i wsp. [13] dowiedli, ze
Lactobacillus brevis wykazuje aktywnos¢ syntezy dekarboksylazy kwasu fenolowego.
Z kolei Tabasco i wsp. [23] wykazali, ze flawan-3-ol izolowany z nasion winogron
w stezeniu 1 mg/ml oraz 0,5 mg/ml w znacznym stopniu ogranicza wzrost bakterii
Lactobacillus gasseri LC9, Lactobacillus acidophilus LA-5 1 Lactobacillus fermentum
PNAL. Co ciekawe, flawan-30l izolowany z pestek winogron w st¢zeniu 0,25 mg/ml
moze sta¢ si¢ czynnikiem obnizajacym stopien namnozenia biomasy bakterii: Lactoba-
cillus casei LC-01 1 Lactobacillus plantarum CIC17, a jednocze$nie jest zdolny do
stymulacji wzrostu bakterii Lactobacillus casei IFPL7190 1 Lactobacillus plantarum
CLB7. Niekiedy rowniez flawon-3-ol izolowany z pestek winogron zupelnie nie
wplywa na stopien namnozenia biomasy bakterii takich, jak Lactobacillus bulgaricus
LBY-27. Tym samym mozna zauwazy¢, ze odpowiedz bakterii z rodzaju Lactobacillus
na dodatek do podtoza hodowlanego polifenoli izolowanych ze §rodowiska naturalne-
go jest cechg indywidualng (zalezng od gatunku, a nawet szczepu badanych bakterii).
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Na wzrost bakterii fermentacji mlekowej w duzej mierze wplyw mogly mie¢ roz-
ne grupy polifenoli zawarte w ekstraktach. Nawet niewielkie rdéznice w sktadach eks-
traktow oraz stezeniach polifenoli powodowaty, Ze reakcja bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus byla odpowiedzig szczepowa. Dalsza analiza interakcji migdzy polifenolami
zawartymi w wyttokach z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb. a bakteriami z rodzaju
Lactobacillus powinna dotyczy¢ badania rdéznic we wzro$cie bakterii w zaleznosci od
stezenia polifenoli w podtozu hodowlanym. Tym samym zostalaby okreslona aktyw-
nos$¢ metaboliczna badanych szczepow bakterii Lactobacillus sp.

Whioski

1. Duza zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w otrzymanych ekstraktach z wytlokéw
z 167y potwierdza, ze wyttoki te moga stanowi¢ wartosciowy surowiec do pozy-
skiwania tej grupy zwigzkow.

2. Ekstrakty, ktore dodatkowo poddano oczyszczaniu technikg chromatografii ko-
lumnowej, zawieraja wigcej wybranych grup zwigzkow polifenolowych niz eks-
trakty surowe, zliofilizowane z pomini¢ciem tego etapu.

3. Stezenie polifenoli na poziomie 0,156 mg/ml ma prebiotyczny wptyw na bakterie
zrodzaju Lactobacillus, natomiast polifenole w stezeniu powyzej 0,156 mg/ml,
zawarte w ekstraktach z wyttokéw z pseudoowocoOw Rosa rugosa Thunb., dziatajg
jako czynnik ograniczajacy rozwdj bakterii z rodzaju Lactobacillus.

4. Bakterie z rodzaju Lactobacillus wykazuja wyzsza zdolnos$¢ do tolerancji polifeno-
li obecnych w liofilizowanych ekstraktach: wodno-etanolowym oczyszczonym
1 wodno-acetonowym surowym niz w ekstraktach: wodno-etanolowym surowym
i wodno-acetonowym oczyszczonym.

5. Bakterie z rodzaju Lactobacillus wykazujg najwigksza zdolnos¢ do tolerancji poli-
fenoli zawartych w zliofilizowanym oczyszczonym ekstrakcie etanolowym.
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IMPACT OF POLYPHENOLS FROM ROSA RUGOSA THUNB. PSEUDOFRUITS POMACE
ON GROWTH OFLACTOBACILLUS BACTERIA

Summary

As secondary metabolites of plants, polyphenols constitute a basic barrier for microflora that is con-
sidered to be morbific and pathogenic (viruses, fungi, bacteria). When consumed with food, the polyphe-
nols are able to produce many positive effects in the organisms of mammals (animals and human) and
birds. Attributed to them are not only antioxidant properties, but also blood pressure lowering, anti-
inflammatory and antimicrobial properties. Thus, when reaching the intestines, the undigested polyphenols
are responsible, to a large extent, for the modulation of intestinal microflora (including bacteria of the
Lactobacillus genus). Rosa rugosa Thunb. is one of the plants that contains large amounts of polyphenolic
compounds; it is one of the most popular species of wild rose occurring in Poland.

The objective of the research study was to assess the prebiotic potential of crude and purified polyphe-
nol extracts obtained from Rosa rugosa Thunb. pseudofruit pomace towards bacteria of the Lactobacillus
genus (including strains with the verified probiotic properties). The predominant groups of polyphenols
present in the extracts were ellagotannins and procyanidins. Also free ellagic acid, flavonols, and catechins
were present in the extracts. In addition, the purified extracts were characterised by a much higher content
of polyphenols in comparison to crude extracts. Furthermore, studies were performed on the prebiotic
potential of lyophilized extracts towards bacteria of the Lactobacillus genus (including the Lactobacillus
brevis LOCK 0944 strain with the verified probiotic properties) using turbidimetric method. Only poly-
phenols at a concentration of 0.156 mg/ml has a prebiotic potential towards the Lactobacillus bacteria.
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Higher concentrations of polyphenols contained in Rosa rugosa Thunb. pseudoftruit acted as a factor limit-
ing the increase in the biomass of Lactobacillus spp. bacteria.

Key words: Lactobacillus sp., bacteria growth, Rosa rugosa Thunb., polyphenols
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WPLYW ALG CHLORELLA VULGARIS NA PRZEZYWALNOSC BAKTERII
LACTOBACILLUS BREVIS W OBECNOSCI WYSOKICH STEZEN
CHLORKU SODU

Streszczenie

Polaczenie alg z produktami fermentowanymi bogatymi w bakterie fermentacji mlekowej przynosi
wiele korzysci zdrowotnych oraz pozwala na utworzenie nowego segmentu zywnosci fermentowane;.
Jedna z efektywnych metod utrwalania zywnosci jest stosowanie procesu odwodnienia osmotycznego
polegajacego na dodaniu substancji (np. chlorku sodu) obnizajacej aktywnos¢ wody w produkcie.

Celem pracy bylo okreslenie wpltywu Chlorella vulgaris na przezywalno$¢ bakterii Lactobacillus
brevis w niekorzystnych warunkach srodowiskowych (duze stgzenia chlorku sodu) metoda ptytkowa oraz
turbidymetryczna. Zawarto$¢ 5 i 10 % chlorku sodu w $rodowisku wzrostowym bakterii obnizyta staty-
stycznie istotnie liczbg badanych bakterii fermentacji mlekowej. Jednakze dodatek alg Chlorella vulgaris
zabezpieczyt badane szczepy Lactobacillus brevis przed obumieraniem. Ponadto w przypadku szczepoéw
Lactobacillus brevis EOCK 0944 oraz LOCK 0992 nie zaobserwowano réznic statystycznie istotnych
pomigdzy préba kontrolng z bakteriami i Chlorella vulgaris a proba badang z bakteriami, algami oraz
dodatkiem 10 % chlorku sodu w 48 godzinie inkubacji. Zatem wprowadzenie alg do §rodowiska wzrosto-
wego bakterii fermentacji mlekowej zredukowalo niekorzystne dzialanie chlorku sodu o stezeniu 10 %.
Stwierdzono, ze przezywalno$¢ wszystkich badanych szczepdw Lactobacillus brevis hodowanych
w obecnosci Chlorella vulgaris po 48-godzinnej inkubacji byta wyzsza w $rodowisku o stgzeniu 10 %
chlorku sodu niz w obecnosci 5 %. Za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) stwierdzo-
no, ze prawdopodobnie spowodowane to bylo uwolnieniem dodatkowe;j tresci komorek alg.
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Wprowadzenie

Algi sg bogatym zrodlem btonnika pokarmowego, wielu cennych witamin 1 pier-
wiastkow, a takze wytwarzaja szeroka game cennych substancji bioaktywnych [1, 2,
7]. Ponadto wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwbakteryjne, przeciwwi-
rusowe, przeciwgrzybicze oraz przejawiajg dzialanie prebiotyczne, neuroochronne,
przeciwzapalne, immunomodulacyjne, przeciwcukrzycowe, przeciwzakrzepowe
1 przeciwnowotworowe [2]. Mikroalgi nalezace do gatunku Chlorella otrzymaly status
GRAS (ang. Generally Regarded as Safe) [6]. Ze wzglgdu na swoje whasciwosci algi
moga by¢ wykorzystywane do projektowania fermentowanej zywnos$ci funkcjonalnej
[3, 4, 5]. Potaczenie produktéw fermentowanych, bogatych w bakterie kwasu mleko-
wego, z algami pozwala nie tylko na uzyskanie produktow zasobnych w niezbe¢dne
sktadniki odzywcze, ale rowniez na utworzenie nowego segmentu zywnosci fermento-
wanej. Pomimo tak wielu korzysci wynikajacych z potaczenia alg z bakteriami fermen-
tacji mlekowej istnieje niewiele badan na temat wykorzystania alg w zywnosci fermen-
towanej [12]. Jednakze, aby bakterie fermentacji mlekowej mogly pozytywnie
wplywaé na organizm gospodarza, muszg charakteryzowac si¢ wysokg przezywalno-
$cig w niekorzystnych warunkach srodowiskowych, a takze podczas stosowania metod
utrwalania zywnos$ci. Jednym ze sposobow na przedluzenie trwatosci zywnosci oraz
podwyzszenie cech jakosciowych produktu jest zastosowanie zjawiska odwodnienia
osmotycznego [11]. Proces ten polega na dodaniu substancji (np. NaCl) wytwarzajacej
wysokie ci$nienie osmotyczne i powodujacej obnizenie aktywnosci wody w produkcie
[10].

Celem pracy bylo okreslenie wptywu alg Chlorella vulgaris na przezywalnosc¢
bakterii z gatunku Lactobacillus brevis w niekorzystnych warunkach srodowiskowych
(duze stezenia chlorku sodu).

Material i metody badan

Materiat biologiczny stanowity cztery szczepy bakterii z gatunku Lactobacillus
brevis wyizolowane ze spontanicznych kiszonek roslinnych. Trzy z nich, nalezace do
gatunku Lactobacillus brevis LOCK 0944, LOCK 0980 oraz LOCK 0992, zdepono-
wane sg w Kolekcji Czystych Kultur Drobnoustrojow Przemystowych LOCK 105
(Lodz, Polska). Sekwencje szczepu Lactobacillus brevis MG451813 zdeponowano w
biotechnologicznej bazie danych GenBank National Center. Bakterie fermentacji mle-
kowej hodowano w plynnym podtozu MRS (DeMan, Rogosa, & Sharpe, Merck,
Niemcy) przez 48 h w temp. 30 °C.

Materiat do§wiadczalny stanowita sproszkowana Chlorella vulgaris (suplement
diety, Bellis Food, Chiny). W badaniach zastosowano 1,5-procentowe st¢zenie alg,
ktore wynika z dziennej dawki zalecanej przez producenta do spozycia.
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Wpltyw Chlorella vulgaris na przezywalnos¢ bakterii fermentacji mlekowej
w obecnosci 51 10 % chlorku sodu oznaczano metodami turbidymetryczng oraz phyt-
kowa. W pierwszej metodzie uzywano czytnika mikroptytek TriStar” S LB 942 (Ber-
thold Technologies, Niemcy), a pomiary absorbancji wykonywano w 0, 2, 4, 6, 16, 21,
24 1 48 godzinie inkubacji przy A = 540 nm. W metodzie ptytkowej stosowano podtoze
MRS agar (DeMan, Rogosa & Sharpe, Merck, Niemcy). Posiewy wykonywano
w punktach czasowych: 0, 24 oraz 48 godzina.

Wykonano test istotnosci roznic ANOVA (jednoczynnikowy) za pomocg progra-
mu OriginPro 2017 (p < 0.05). Réznice pomi¢dzy warto$ciami §rednimi oznaczen we-
ryfikowano testem Tukeya (p < 0.05).

Przeprowadzono réwniez ocen¢ wptywu chlorku sodu na strukture Chlorella vul-
garis z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM ang. scanning
electron microscope) JEOL JFC 1200 fine coater manual (Japonia). Zastosowano na-
stepujace parametry napylania zlotem: ci$nienie — 8 Pa, nat¢zenie pradu — 30 mA, czas
—30s.

Wiyniki i dyskusja

Obecnos¢ 5 % chlorku sodu w $rodowisku wzrostowym obnizyta statystycznie
istotnie liczbg¢ badanych bakterii Lactobacillus brevis zardbwno w 24, jak i w 48 godzi-
nie hodowli (rys. 1). Wprowadzenie do medium alg Chlorella vulgaris zabezpieczyto
badane bakterie fermentacji mlekowej przed obumieraniem. W 24 godzinie dodatek
5 % chlorku sodu do prébek z algami spowodowat nieznaczne zmniejszenie namnoze-
nia bakterii fermentacji mlekowej, jednak w przypadku wszystkich badanych bakterii
roznice te nie byly statystycznie istotne.

Porownano wyniki przezywalno$ci bakterii fermentacji mlekowej w obecnos$ci
duzych stezen chlorku sodu uzyskane metoda ptytkowa i metoda turbidymetryczng.
Jako przyktad przedstawiono wzrost szczepu Lactobacillus brevis LOCK 0944 (rys. 2).
W przypadku metody ptytkowej zaobserwowano wzrost liczby bakterii do 24 godziny,
a nastepnie obnizenie namnozenia biomasy w 48 godzinie. Przy zastosowaniu metody
turbidymetrycznej stwierdzono natomiast wzrost bakterii Lactobacillus brevis LOCK
0944 réwniez w 48 godzinie inkubacji. Wyniki uzyskane metoda turbidymetryczna
nasuncly pewne watpliwosci. Prawdopodobnie wzrost liczby bakterii w 48 godzinie
hodowli spowodowany byt tym, ze metodg turbidymetryczng oznaczane byty wszyst-
kie komorki zywe, roéwniez te w stadium VBNC (ang. viable but non culturable) oraz
martwe [8]. Zatem w dalszej czesci pracy nie przedstawiono wynikow uzyskanych
metodg turbidymetryczna.
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LAB - bakterie fermentacji mlekowej / lactic acid bacteria; Ch — Chlorella vulgaris. Na rysunku przed-
stawiono wartosci srednie (w postaci stupkow) i odchylenia standardowe (w postaci odcinkow) / Figure
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czasowego (p < 0.05) / statistically significant differences between mean values of the count of bacteria of
the same strains within one time interval (p < 0.05).

Rys. 1. Przezywalnos$¢ bakterii Lactobacillus brevis: A) LOCK 0944, B) LOCK 0980, C) LOCK 0992,
D) MG451814 w obecnosci 5 % chlorku sodu

Fig. 1. Survival of Lactobacillus brevis bacteria: A) LOCK 0944, B) LOCK 0980, C) LOCK 0992, D)
MG451814 in the presence of 5 % sodium chloride
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Rys. 2

Wzrost bakterii Lactobacillus brevis LOCK 0944 w obecnosci 5 % chlorku sodu oznaczony A)
metoda ptytkowa, B) metoda turbidymetrczyna

Fig. 2. Growth of bacteria Lactobacillus brevis LOCK 0944 in the presence of 5 % sodium chloride,
determined A) by plate method, B) turbidimetric method
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Rys. 3. Przezywalnos¢ bakterii Lactobacillus brevis: A) LOCK 0944, B) LOCK 0980, C) LOCK 0992,
D) MG451814 w obecnosci 10 % chlorku sodu

Fig. 3. Survival of Lactobacillus brevis bacteria: A) LOCK 0944, B) LOCK 0980, C) LOCK 0992, D)
MG451814 in the presence of 10 % sodium chloride

Przezywalno$¢ badanych bakterii fermentacji mlekowej w obecnosci 10 % chlor-
ku sodu przedstawiono na rys. 3. Po 24-godzinnej inkubacji stwierdzono obnizenie
liczby bakterii Lactobacillus brevis o ok. 2 jednostki logarytmiczne w przypadku
wszystkich badanych szczepow (roznice statystycznie istotne). Zatem dodatek 10 %
chlorku sodu wptywal negatywnie na przezywalnos$¢ badanych bakterii fermentacji
mlekowej. Wykazano rowniez, ze dodatek alg Chlorella vulgaris dziatal ochronnie na
bakterie z gatunku Lactobacillus brevis przed procesem obumierania. Po porownaniu
w 24 godzinie hodowli probek z dodatkiem 10 % chlorku sodu w hodowlach z dodat-
kiem alg zaobserwowano nieznaczny wzrost liczby badanych bakterii. W przypadku
szczepu Lactobacillus brevis LOCK 0980 réznice te byty statystycznie istotne, co do-
wodzi, ze dodatek Chlorella vulgaris do srodowiska wzrostowego bakterii nie tylko
zabezpieczal komorki przed obumieraniem w obecnosci 10 % chlorku sodu, ale roéw-
niez umozliwiat ich namnazanie. W przypadku szczepoéw Lactobacillus brevis LOCK
0944 oraz £ OCK 0992 w 48 godzinie inkubacji nie zaobserwowano rdznic statystycz-
nie istotnych pomiedzy proba kontrolna z Chlorella vulgaris a proba z algami oraz
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dodatkiem 10 % chlorku sodu. Uzyskane wyniki potwierdzity korzystne dziatanie alg
Chlorella vulgaris, ktorych dodatek zredukowat niekorzystne dziatanie 10 % chlorku
sodu, a tym samym zabezpieczyt komorki bakterii przed obumieraniem.

Badane bakterie z rodzaju Lactobacillus brevis pochodzace z kiszonek roslinnych
wykazywaly znaczacg tolerancj¢ na stres osmotyczny wywotany dodatkiem zaréwno
5%, jak 1 10 % chlorku sodu. Olszewska i wsp. [9], ktorzy zbadali wptyw chlorku
sodu w zakresie 0,5 + 2,5 % na aktywnos$¢ fizjologiczng komoérek bakterii fermentacji
mlekowej, rowniez stwierdzili, ze szczep Lactobacillus brevis wyizolowany z kiszonej
kapusty wykazat tolerancj¢ na dzialanie NaCl w badanym zakresie.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze algi Chlorella vulgaris dodane
do hodowli bakterii Lactobacillus brevis (0944, 0980, 0992, MG451814) dziataja
ochronnie w obecnosci duzych stezen chlorku sodu, a nawet w zaleznos$ci od szczepu
moga stymulowa¢ wzrost tych bakterii. Dzigki temu moga znalez¢ zastosowanie
w projektowaniu fermentowanego produktu funkcjonalnego, a takze w przemystowych
procesach produkcyjnych o zwigkszonym udziale soli oraz utrwalaniu zywnos$ci meto-
da osmoaktywna.

Z porownania danych na rys. 1. 1 3. wynika, ze w 48 godzinie inkubacji przezy-
walno$¢ bakterii fermentacji mlekowej hodowanych w obecnosci alg Chlorella vulga-
ris i w obecno$ci 5 % chlorku sodu byta nizsza niz w przypadku hodowli z 10 %
chlorku sodu. Przyktadowe zestawienie wynikow dotyczace szczepu Lactobacillus
brevis LOCK 0992 zamieszczono na rys. 4.
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Rys. 4. Wzrost Lactobacillus brevis LOCK 0992 hodowanego w obecnosci alg Chlorella vulgaris
z dodatkiem 5 oraz 10 % chlorku sodu w 48 godzinie inkubacji

Fig. 4. Growth of Lactobacillus brevis LOCK 0992 cultured in the presence of Chlorella vulgaris algae
in 5 and 10 % sodium chloride at 48™ hour of incubation
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Fot. 1. Obraz SEM A) i B) alg Chlorella vulgaris (préba kontrolna), C) i D) alg Chlorella vulgaris
inkubowanych przez 48 h w obecnosci 10 % chlorku sodu (proba badana)

Photo 1. SEM image: A and B) of Chlorella vulgaris alga (control), C and D) of Chlorella vulgaris algae
incubated for 48 h in the presence of 10 % sodium chloride (test sample)

Przeprowadzono analize¢ preparatu alg Chlorella vulgaris za pomocg elektrono-
wego mikroskopu skaningowego JEOL JFC 1200 fine coater manual. Poréwnano pro-
be kontrolng zawierajaca Chlorella vulgaris z proba badana, w ktorej algi inkubowano
w obecnosci 10 % chlorku sodu przez 48 h (fot. 1). W probach kontrolnych (fot. 1A
i 1B) widoczne byly gladkie skupiska, jakby pokryte substancja polimeryzujaca. Na-
tomiast w probie badanej z dodatkiem 10 % chlorku sodu powierzchnia byta wyraznie
porowata, przypominajaca kratery (fot. 1D). Agregaty komorek Chlorella vulgaris
byly mate i nieliczne, zdecydowanie nie uwidoczniono polimeru powierzchniowego.
Ponadto zaobserwowano pojedyncze komorki, z ktérych pod wptywem dziatania 10 %
chlorku sodu zostata uwolniona tre$¢ komorki alg (fot. 1C). Ze wzgledu na bogaty
sktad chemiczny alg mozna przypuszczaé, ze uwolniona tre§¢ komorki Chlorella vul-
garis sprzyjata namnazaniu bakterii fermentacji mlekowe;.
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Whioski

1.

Obecnos¢ w srodowisku hodowlanym 5 1 10 % chlorku sodu powoduje obnizenie
liczby badanych bakterii fermentacji mlekowej o 1 do 2 jednostek logarytmicz-
nych.

Algi Chlorella vulgaris obecne w $rodowisku bakterii Lactobacillus brevis stano-
wig czynnik ochronny dla badanych bakterii w warunkach niekorzystnych, wyni-
kajacych z obecnosci duzych stezen chlorku sodu.

Dodatek Chlorella vulgaris do hodowli bakterii Lactobacillus brevis L OCK 0944
oraz LOCK 0992 w warunkach o zmiennych parametrach stresu osmotycznego
(10 % NaCl) chroni komorki bakterii przed stresem, co uwidocznione jest jako sta-
bilna zywotnos¢ bakterii w 48 godzinie hodowli.

Podzigkowanie: Autorki dzigkujg Panu Jarostawowi Akusinskiemu za techniczng

pomoc przy analizie SEM.
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EFFECT OF ALGAE CHLORELLA VULGARIS ON SURVIVAL OF BACTERIA
LACTOBACILLUS BREVIS AT HIGH CONCENTRATIONS OF SODIUM CHLORIDE

Summary

The combination of algae and fermented products rich in lactic acid bacteria brings many health bene-
fits and makes it possible to design a brand new segment of fermented food. One of the effective food
preservation methods is the use of osmotic dehydration process consisting in adding a substance (e.g.
sodium chloride) to reduce water activity in the product.

The objective of this research study was to determine the effect of Chlorella vulgaris on the survival
of Lactobacillus brevis under adverse environmental conditions (high concentrations of sodium chloride)
using a plate and turbidimetric method. The content of 5 and 10 % sodium chloride in the bacterial growth
environment significantly reduced the count of lactic acid bacteria tested. However, adding the Chlorella
vulgaris algae caused the tested Lactobacillus brevis strains to be protected from dying. Moreover, in the
case of Lactobacillus brevis EOCK 0944 and LOCK 0992 no statistically significant differences were
reported between the control sample containing bacteria plus Chlorella vulgaris and the tested sample with
bacteria, algae and 10 % sodium chloride added in the 48™ hour of incubation. Therefore, the algae intro-
duced into the growth environment of lactic acid bacteria reduced the adverse effect of 10 % sodium chlo-
ride. It was found that the survival of all the tested Lactobacillus brevis strains cultured in the presence of
Chlorella vulgaris after 48 h of incubation was higher in the presence of 10 % sodium chloride than in the
case of 5 % NaCl. Using a scanning electron microscopy (SEM), it was found that this was probably
owing to the release of additional content of algae cells.

Key words: Chlorella vulgaris, Lactobacillus brevis, adverse environmental conditions, sodium chloride
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ZASTOSOWANIE NAPARU HERBACIANEGO KOMBUCHA I KULTURY
SYMBIOTYCZNEJ SCOBY DO PRODUKCJI FERMENTOWANEGO
NAPOJU MLECZNEGO

Streszczenie

Do produkcji mlecznych napojow fermentowanych mozna wykorzysta¢ inne kultury mikroorgani-
zmdéw niz stosowane tradycyjnie. Zdolnoscia fermentacji mlekowej charakteryzuje si¢ na przyktad sym-
biotyczna kultura bakterii i drozdzy SCOBY (ang. Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) uzywana do
produkcji napoju herbacianego Kombucha.

Celem pracy byla ocena mozliwos$ci zastosowania naparu herbacianego Kombucha i symbiotycznej
kultury SCOBY do produkcji mlecznych napojéw fermentowanych na bazie mleka tradycyjnego oraz
mleka bez laktozy. Na podstawie badan wlasnych opracowano recepture, a takze parametry fermentacji
mlecznych napojow fermentowanych. W przeprowadzonych badaniach zdolnosci adaptacji symbiotyczne;j
wykazano, ze mikroorganizmy bytujace w kulturze SCOBY wykazuja zdolnos¢ do wzrostu i aktywnosci
metabolicznej w $rodowisku mleka tradycyjnego oraz mleka bez laktozy. Dynamika wzrostu typowych
grup mikroorganizméw byta uzalezniona od pasazu SCOBY. W kolejnym pasazu bakterie fermentacji
mlekowej i octowej osiagnely liczbe ok. 8 log jtk/cm® wezesniej niz w pierwszym pasazu. Jakos¢ mikro-
biologiczna wytworzonych napojow byta bardzo dobra i charakterystyczna dla mlecznych napojow fer-
mentowanych. Jakos$¢ sensoryczna okreslona zostata przy uzyciu metod konsumenckich. Badane produkty
charakteryzowaly si¢ umiarkowana akceptowalnoscia sensoryczng. Opracowana receptura oraz warunki
fermentacji mlecznych napojow na bazie symbiotycznej kultury SCOBY oraz naparu herbacianego Kom-
bucha wymagaja optymalizacji w celu uzyskania bardziej pozadanych cech sensorycznych produktu.

Stowa kluczowe: fermentowany napdj mleczny, Kombucha, SCOBY, mleko bez laktozy

Wprowadzenie

Z dotychczasowej wiedzy, zalecen zywieniowych i badan wynika, ze istnieje sil-
ny zwigzek miedzy zdrowiem cztowicka a jego sposobem odzywiania. Wzrastajgca
swiadomo$¢ zywieniowa konsumentow ma ponadto coraz wigkszy wpltyw na rozwoj

M. Kruk, T. Wojcik, dr hab. inz. M. Trzgskowska, Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zyw-
nosci, Wydz. Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa. Kontakt: monika_trzaskowska@sggw.pl
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trendu prozdrowotnego w produkcji zywnosci [13]. Szczegdlng grupa zywnosci, ktora
wspomaga zdrowie cztowieka, sg napoje funkcjonalne. Spozywanie tego typu napojow
moze poprawi¢ ogolny stan zdrowia 1 wptywac na zmniejszenie ryzyka zachorowania
na wiele chordb. Napoje, ktoére wykazuja udokumentowany wptyw na zdrowie czto-
wieka to m.in. mleczne napoje fermentowane produkowane zwykle dzigki zastosowa-
niu kultur startowych bakterii z rodzaju Streptococcus i Lactobacillus [6].

Do produkcji mlecznych napojéw fermentowanych mozna wykorzysta¢ inne kul-
tury mikroorganizmoéw niz stosowane tradycyjnie. Potencjalne zdolnosci fermentacji
mlekowej wykazuje symbiotyczna kultura bakterii i drozdzy (ang. Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeast — SCOBY) uzywana do produkcji napoju herbacianego znanego
pod nazwag Kombucha. Mikrobiom SCOBY i nap6j Kombucha znane s3 od wielu lat.
Wywodza si¢ one ze wschodniej Azji, skad trafily do wschodniej Europy, a obecnie sa
rozpoznawane na calym $wiecie [4]. Popularno$¢ napoju wynika z pozytywnego od-
dziatywania na zdrowie [5, 15], korzystnego profilu kwaséw organicznych [12], jak
rowniez potencjalnego dzialania probiotycznego [2]. Jest to wynikiem bogatego sktadu
mikroflory inokulum oraz napoju powstalego po fermentacji naparu z herbaty [8].
W badaniach Malbasa i wsp. [9, 10] oraz Ili¢ic i wsp. [7] dowiedziono, Ze mikroorga-
nizmy zawarte w kulturze symbiotycznej fermentuja laktoze. Swiadczy to o tym, ze
wsrod nich znajduja si¢ m.in. bakterie fermentacji mlekowej [2]. Dane te wskazuja na
mozliwo$¢ przeprowadzenia fermentacji i otrzymania mlecznego napoju fermentowa-
nego. Podejmowano proby opracowania mlecznych napojow fermentowanych na bazie
SCOBY oraz naparu herbacianego Kombucha, jednak cechy sensoryczne produktow
nie byty poddane ocenie konsumenckiej [9].

Celem pracy byla ocena mozliwosci zastosowania naparu herbacianego Kombu-
cha i kultury symbiotycznej SCOBY do produkcji fermentowanego napoju mlecznego
o wysokiej jakosci sensorycznej i mikrobiologiczne;.

Material i metody badan

Materiatem do badan byt fermentowany napdj mleczny przygotowany z mleka
krowiego UHT (o zawartosci 1,5 % tluszczu), odttuszczonego mleka w proszku, napa-
ru herbacianego Kombucha i symbiotycznej kultury SCOBY (celulozowego biofilmu
nazywanego takze grzybem). Do badan przygotowano 2 warianty napoju: z mleka
tradycyjnego z laktozg 1 z mleka bezlaktozowego. Fermentacj¢ napojéw mlecznych
prowadzono w temp. 42 °C. Kultura (biofilm) wykorzystana do fermentacji byta pasa-
zowana trzykrotnie w §rodowisku mleka.

Napar herbaciany Kombucha przygotowywano z wody wodociggowej, kultury
startowej, liSci zielonej herbaty i sacharozy. Surowce zakupiono w lokalnym sklepie.
Napar herbaty przygotowywano z 1 dm® wody i 10 g zielonej herbaty lisciastej, ktora
parzono przez 10 min. Do uzyskanego naparu dodawano sacharoze w ilosci 80 g/dm’.
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Uzyskany napar herbaciany chtodzono do temp. 30 °C, nastgpnie zaszczepiano go kul-
turg startowg SCOBY o masie 30 g oraz naparem herbacianym Kombucha w ilosci
30 cm’/dm’. Fermentacje prowadzono przez 7 dni w temp. 20 °C.

W gotowym produkcie oznaczano pH metoda potencjometryczng za pomocg apa-
ratu Elmetron CP501 (Elmetron, Polska).

Oznaczano liczbe bakterii fermentacji mlekowej i octowej oraz liczbe drozdzy
w napoju przed fermentacjg i po niej (9 i 24 h) w temp. 42 °C. Wszystkie analizy pro-
wadzono w napoju. Do oznaczen pobierano 1 cm’ i dodawano 9 cm’ sterylnej wody
peptonowej (Biomaxima, Polska) oraz wykonywano rozcienczenia dziesigtne.

Liczbe bakterii fermentacji mlekowej oznaczano metodg ptytkowa wglebng. Plyt-
ki Petriego z odpowiednim rozcienczeniem dziesi¢tnym zalewano agarem MRS
(Biokar, Polska) i inkubowano w temp. 37 °C przez 48 h. Liczbg bakterii octowych
oznaczano metodg ptytkowa powierzchniowg. Uzywano podtoza sktadajacego si¢
z 40 mg/dm’ natamycyny (Sigma-Aldrich, Polska) 0,3 % peptonu (Merck, Polska),
0,3 % ekstraktu drozdzowego (Merck, Polska), 0,7 % weglanu wapnia (Sigma-Aldrich,
Polska), 2 % glukozy (Sigma-Aldrich, Polska), 2 % agaru (Sigma-Aldrich, Polska)
i 2 % 96-procentowego etanolu (POCH S.A., Polska). Ptytki Petriego z zestalonym
podtozem i rozcienczeniem dziesigtnym proby inkubowano w temp. 25 °C przez 4 dni.
Liczb¢ drozdzy oznaczano metoda ptytkowa powierzchniowa (agar YGC, Bio-Rad,
Polska). Na ptytki Petriego z zestalong pozywka nanoszono odpowiednie rozcienczenie
dziesigtne proby, rozprowadzano jatowa glaszczka i inkubowano 5 dni w temp. 25 °C.
Po inkubacji liczono typowe kolonie na poszczegélnych podtozach selektywnych.
Oznaczenia wykonano w 3 powtorzeniach z wyjatkiem liczby bakterii octowych.

Badanie zdolnos$ci adaptacji symbiotycznej kultury SCOBY do $rodowiska mleka
polegato na trzykrotnym pasazowaniu celulozowego biofilmu do napoju mlecznego
i pomiarze wartosci pH bezposrednio po wymieszaniu wszystkich sktadnikéw oraz po
3,6,9, 22124 h fermentacji.

Do oceny jako$ci sensorycznej zastosowano metode profilowania réznicowego
(sensoryczna analiza opisowa) oraz metod¢ 9-stopniowej skali hedonicznej (stopien
akceptacji produktu) [1]. Przeprowadzono semikonsumencka oceng sensoryczng
(n = 41). Osobami oceniajgcymi byli studenci oraz pracownicy Szkoty Gldéwniej Go-
spodarstwa Wiejskiego w Warszawie przeszkoleni w wykonywaniu zastosowanych
metod oceny sensorycznej. Oceng przeprowadzano po 9 i 24 h fermentacji.

W metodzie profilowania réznicowego [1] zadaniem oceniajgcego byto zaznacze-
nie na skali bipolarnej, jak bardzo okre$lony wyroznik badanej probki rozni si¢ od
produktu odniesienia (standardu). Zastosowano skale¢ odchylen od -5 do +5. Jako stan-
dard przyjeto kefir tradycyjny z laktozg o zawartosci 1,5 % tluszezu (Mlekovita, Pol-
ska) oraz kefir bez laktozy — 1,5 % ttuszczu (Robico, Polska).
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W metodzie 9-stopniowej skali hedonicznej [1] zadanie oceniajacego polegato na
sprobowaniu napoju mlecznego i przyporzadkowaniu mu jednego z dziewigciu okre-
slen podanych na karcie, zgodnie z wrazeniem sensorycznym, jakic wywotata ocenia-
nia probka. Okreslenia byly nast¢pujace: 1 — wyjatkowo niepozadana, 2 — bardzo nie-
pozadana, 3 — niepozadana, 4 — nieco niepozadana, 5 — ani pozgdana, ani niepozadana,
6 — nieco pozadana, 7 — pozadana, 8 — bardzo pozadana, 9 — wyjatkowo pozadana.

W obydwu metodach sensorycznych oceniane byly cztery wyrozniki: zapach,
konsystencja, smakowito$¢ oraz ogdlna pozadalnosc.

Analize statystyczng wynikéw wykonano w programie Statistica 13.0 (StatSoft,
Polska). Obliczono wartosci $rednie i odchylenia standardowe oraz zastosowano test
t-Studenta dla prob niezaleznych i wieloczynnikowa analize wariancji ANOVA. Do
poréwnania warto$ci $rednich post hoc wykorzystano test Bonferroniego. Roznice
uznawano za statystycznie istotng przy p < 0,05 w odniesieniu do wynikéw liczby mi-
kroorganizmoéow i p < 0,01 w odniesieniu do wynikow oceny sensoryczne;j.

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie badan wtasnych opracowano recepture, a takze parametry fermen-
tacji mlecznych napojow fermentowanych na bazie mleka tradycyjnego (z laktoza)
oraz mleka bez laktozy. Szczegotowy sktad napoju jest przedmiotem ochrony patento-
wej, do chwili sktadania artykutu do publikacji nie uzyskano numeru zgtoszenia paten-
towego. Wyznacznikiem fizykochemicznym zakonczenia fermentacji w odniesieniu do
optymalnej jakos$ci sensorycznej byto pH 4,5.

W badaniach zdolnosci adaptacji kultury SCOBY w $rodowisku mleka tradycyj-
nego i bezlaktozowego wykazano, ze mikroorganizmy sg zdolne do wzrostu i aktyw-
no$ci metabolicznej w tym srodowisku. Na warto$¢ pH napoju fermentowanego istot-
nie wptywat czas fermentacji, kolejny pasaz i obecno$¢ laktozy (p < 0,05). Podczas
pierwszego pasazu zaobserwowano, ze pH 4,5 zostato osiggnigte po 24 h. Podczas
drugiego pasazu te warto$s¢ pH stwierdzono po ok. 9 h fermentacji. Produkty fermen-
towane przez 24 h osiagnely natomiast warto$¢ pH ok. 4,2. W trzecim pasazu predkosc¢
obnizania si¢ wartosci pH bylo zblizone do warto$ci oznaczonych w pasazu drugim
(rys. 1).

Liczba mikroorganizméw w mlecznych napojach fermentowanych powinna
ksztattowaé si¢ na odpowiednim poziomie. W jogurtach powinna wynosi¢ ok. 7 log
jtk/em® bakterii fermentacji mlekowej (ang. lactic acid bacteria — LAB), natomiast
w kefirach — 7 log jtk/cm® LAB i 4 log jtk/cm® drozdzy [11]. Wykazano, Ze na liczbe
LAB w mlecznym napoju fermentowanym statystycznie istotnie (p < 0,05) wplywat
czas fermentacji, kolejny pasaz i obecnos$¢ laktozy. Przed fermentacja liczba bakterii
fermentacji mlekowej wynosita 5,26 log jtk/cm® w napoju z mleka z laktoza i 5,43 log
jtk/em® w napoju na bazie mleka bez laktozy. W pierwszym pasazu po 9 h fermentacji
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Rys. 1. Zmiana wartosci pH podczas fermentacji mleka z laktoza (A) i bez laktozy (B)
Fig. 1.  Change in pH during milk fermentation with lactose (A) and without lactose (B)
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liczba tych bakterii byta na podobnym poziomie, natomiast po 24 h fermentacji wzro-
sta do 7,81 log jtk/ecm® w napoju na bazie mleka z laktoza i 8,31 log jtk/cm’® w napoju
na bazie mleka bez laktozy. Podczas drugiego pasazu liczba LAB osiggne¢ta poziom ok.
8 log jtk/cm’ juz po 9 h i utrzymywata si¢ na podobnym poziomie takze po 24 h fer-
mentacji, zarbwno w przypadku napoju na bazie mleka z laktoza, jak i mleka bez lak-
tozy. W trakcie trzeciego pasazu zaobserwowano wzrost liczby LAB w produkcie na
bazie mleka z laktoza po 9 h fermentacji do 6,93 log jtk/cm’, a po 24 h fermentacji
bylo ich $rednio 6,90 log jtk/cm’. W poréwnaniu z drugim pasazem szybkos§¢ wzrostu
byla istotnie mniejsza (p < 0,05). Liczba bakterii obecnych w napoju na bazie mleka
bez laktozy byta zblizona do napojow fermentowanych podczas drugiego pasazu
i wynosita ok. 8,59 log jtk/cm’ (rys. 2).

Grupa mikroorganizméw typowa dla mlecznych napojow fermentowanych, tj.
LAB, w symbiotycznej kulturze SCOBY stanowi niewielka cze$¢ jego mikroflory [3].
Warunki $rodowiska mlecznego wplynety pozytywnie na liczbe bakterii fermentacji
mlekowej typowej dla napojow tego typu. Kolejne pasaze symbiotycznej kultury
SCOBY w $rodowisku mleka przyczynity si¢ do przyspieszenia tempa rozwoju popu-
lacji LAB i uzyskania napojow mlecznych fermentowanych o wysokiej jakosci mikro-
biologicznej w krotszym czasie w pordéwnaniu z pierwszym pasazem.

B Napoj z laktoza / Lactose beverage Napoj bez laktozy / Lactose-free beverage
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Rys.2. Srednia liczba LAB w fermentowanych napojach mlecznych z laktoza i bez laktozy
Fig. 2.  Average count of LAB bacteria in fermented milk beverages with lactose and without lactose
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W symbiotycznej kulturze SCOBY bakterie fermentacji octowej (ang. acetic acid
bacteria — AAB) stanowig dominujgca grupe mikroorganizméw. Ze wzgledow tech-
nicznych w badaniu wlasnym oznaczenie liczby AAB wykonano tylko w jednym po-
wtorzeniu, zatem wyniki majg charakter orientacyjny. Wraz z wydtuzeniem czasu fer-
mentacji oraz w Kolejnych pasazach liczba tych bakterii w mlecznych napojach
fermentowanych zwigkszata si¢. Liczba AAB bezposrednio po wymieszaniu sktadni-
kow byta na poziomie 5,51 log jtk/cm® w napoju z mleka z laktoza i 6,12 log jtk/cm’
w napoju na bazie mleka bez laktozy. Po 9 h fermentacji w pierwszym pasazu zaob-
serwowano zmniejszenie si¢ liczby bakterii fermentacji octowej w obydwu napojach
do poziomu 4,96 log jtk/cm® w napoju z mleka z laktoza i 5,96 log jtk/cm’® — w napoju
na bazie mleka bez laktozy. Po 24 h fermentacji napojow mlecznych liczba AAB
zwigkszyta si¢ do 6,68 log jtk/cm’ w napoju na bazie mleka z laktozg i 8,14 log jtk/cm’
— w napoju na bazie mleka bez laktozy. Podczas drugiego pasazu liczba bakterii fer-
mentacji octowej utrzymywata si¢ na statym poziomie ok. 8,1 log jtk/cm’ w napoju na
bazie mleka bez laktozy. Drugi pasaz SCOBY w mleku z laktoza spowodowat zwigk-
szenie si¢ liczby AAB do 9,37 log jtk/cm’® juz po 9 h fermentacji. Natomiast po 24 h
stwierdzono liczbg AAB na poziomie 9,68 log jtk/cm’. W trzecim pasazu po 24 h fer-
mentacji liczba AAB zwigkszyta si¢ do 9,22 log jtk/cm® w napoju na bazie mleka
z laktoza oraz 9,09 log jtk/cm’ — w napoju na bazie mleka bez laktozy.

Uzyskane w badaniu wlasnym wyniki dowodza, ze bakterie fermentacji octowe;j
dobrze rozwijaja si¢ takze w S$rodowisku mleka. Uzyskane wyniki, podobnie jak
w przypadku bakterii fermentacji mlekowej, wskazuja na znaczacg rol¢ procesu adap-
tacji AAB do warunkow mleka i zwigkszanie ich liczby w kolejnych pasazach biofilmu
SCOBY.

Liczba drozdzy w fermentowanym napoju mlecznym zmieniata si¢ w zalezno$ci
od czasu fermentacji oraz pasazu. Na liczb¢ drozdzy w mlecznym napoju fermentowa-
nym statystycznie istotnie (p < 0,05) wplywal czas fermentacji, kolejny pasaz i obec-
no$¢ laktozy. Przed fermentacja napojow mlecznych liczba drozdzy byla na poziomie
ok. 5 log jtk/cm’. W trakcie pasazowania symbiotycznej kultury SCOBY ich liczba
zmniejszyta si¢. Po 9 h fermentacji pierwszego pasazu wynosita w napoju z laktoza
4,19 log jtk/cm’, a w napoju bez laktozy — 4,77 log jtk/cm’. Po 24 h fermentacji byta
natomiast rowna 4,84 i 4,87 log jtk/cm’ odpowiednio: w napoju z laktoza oraz bez
laktozy. Wynikiem drugiego pasazu byto dalsze zmniejszenie si¢ liczby drozdzy, ktora
po 9 h fermentacji ksztattowata si¢ na poziomie 3,77 log jtk/cm® w napoju z laktoza
i 4,25 log jtk/cm’ — w napoju bez laktozy. Do zmniejszenia liczby grzybow mikrosko-
powych doszto rowniez po 24 h fermentacji i wynosita ona $rednio 3,36 log jtk/cm’
w napoju na bazie mleka z laktoza oraz 3,53 log jtk/cm’® — w napoju na bazie mleka bez
laktozy. Podczas trzeciego pasazu liczba drozdzy w obu napojach byta na podobnym
poziomie. Po fermentacji trwajacej 9 h warto$¢ ta wynosita 4,60 log jtk/cm® w napoju
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na bazie mleka z laktoza oraz 4,55 log jtk/cm’® — w napoju na bazie mleka bez laktozy.
Fermentacja trwajaca 24 h spowodowata zmniejszenie si¢ liczby drozdzy do poziomu
3,84 log jtk/cm® w napoju na bazie mleka z laktoza i 3,96 log jtk/cm® — w napoju na
bazie mleka bez laktozy (rys. 3).

Liczba drozdzy zmniejszata si¢ wraz z wydtuzeniem czasu fermentacji oraz ko-
lejnymi zachodzacymi po sobie pasazami. Zastosowana temperatura fermentacji nie
jest optymalnym parametrem wzrostu tej grupy mikroorganizméw. Prawdopodobnie
gatunki drozdzy typowe dla SCOBY nie wykazujg odpowiednich zdolno$ci metabo-
licznych do wzrostu w $srodowisku mleka [14], jednak oznaczone wartosci spetniajg
kryteria stawiane podobnej grupie produktow, jakimi sg kefiry [11].
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Rys. 3. Srednia liczba drozdzy w napojach mlecznych fermentowanych z laktoza i bez laktozy
Fig. 3.  Average amount of yeast in fermented milk beverages with lactose and without lactose

W analizie akceptacji sensorycznej napoju na bazie mleka z laktozg fermentowa-
nego przez 9 h $rednie rangi wynosity: zapach — 7,23, konsystencja — 6,41, smakowi-
tos¢ — 5,43 1 ogdlna pozadalnos¢ — 5,98. Napoj fermentowany 24 h charakteryzowaty
natomiast §rednie rangi: zapach — 5,41 konsystencja — 6,28, smakowito$¢ — 4,28, ogol-
na pozadalnos¢ — 4,85. Z kolei mlecznym napojom fermentowanym bez laktozy pod-
danym 9-godzinnej fermentacji przyporzadkowano $rednie rangi za te same wyrozniki:
zapach — 7,05, konsystencja — 6,54, smakowitos¢ — 5,88, ogdlna pozadalnos¢ — 5,88,
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a takie same napoje fermentowane przez 24 h wyrozniono rangami: zapach — 5,38,
konsystencja — 4,15, smakowito$¢ — 3,28 i ogolna pozadalnos¢ — 4,10.

Produkty, ktorych $rednia ocen jest wigksza lub rowna randze 7 (tj. pozadany),
uznawane sg za produkty o wysokiej akceptacji sensorycznej [1]. Sposrdéd badanych
wyrdoznikéw jedynie zapach fermentowanych napojow mlecznych charakteryzowat si¢
takg rangg. Napoje fermentowane przez 9 h charakteryzowaly si¢ wyzszymi rangami
niz produkty poddane 24-godzinnej fermentacji.

Ogodlna pozadalnos¢ / Overall desirability @ Smak / Taste

B Konsystencja / Consistency 8 Zapach / Smell
N 0,38
Nap9j z laktoza
Lactose beverage ]]l 0,21

9h 1 041
= 0

N L6

Nap 6j bez laktozy I"""" 1,04
Lactose-free 7
beverage % LB
9h 1,45
-1,34 N
Napgj z laktoza -1,77
Lactose beverage
241 068 P

e —

SXUENNNNNNNNN

Napéiber laktory 223 (DI
Lacose fe X7,
g iy
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

Objasnienia / Explanatory notes:
Warto$¢ ,,0” dotyczy wyrdznikow w produkcie odniesienia / Value “0” refers to distinguishing features of
reference product.

Rys. 4. Profilogramy réznicowe napoju mlecznego z laktoza i bez laktozy, fermentowanego 9 lub 24 h
w stosunku do standardu — kefiru z laktoza i bez laktozy

Fig. 4. Differential profilograms of 9 or 24 h fermented lactose and lactose-free milk beverage com-
pared to standard beverage — kefir with lactose and without lactose
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Metoda profilowania réznicowego stuzy do oceny produktow, ktdre poréwnuje
si¢ ze wzorcem odniesienia. Standardem odniesienia jest produkt o zdefiniowanych
wyrdznikach, traktowany jako srodek uktadu na dwukierunkowej skali. Wyniki oceny
sensorycznej metodg profilowania roznicowego przedstawiono na rys. 4. Napoje fer-
mentowane przez 9 h odznaczaly si¢ wyzszg jako$cig sensoryczng w poréwnaniu ze
standardem. Produkty po 24-godzinnej fermentacji byly natomiast oceniane nizej od
poziomu standardu.

Konsumenci zostali poproszeni takze o zgloszenie uwag dotyczacych ocenianych
produktéw na bazie mleka tradycyjnego i mleka bez laktozy. Ok. 50 % oceniajacych
zgtosita uwagi slowne na temat jakosci sensorycznej ocenianych produktow. Pozytyw-
ne opinie dotyczyly gtownie pozadanej konsystencji, stodkiego posmaku oraz pozada-
nego smaku produktow. Sposrod zgtoszonych uwag wigkszos¢ (ok. 70 %) miala cha-
rakter negatywny. Dotyczyly one przede wszystkim wyczuwalno$ci nieznanego
i gorzkiego posmaku, a takze zbyt kwasnego smaku produktow. Uwagi dotyczace
wszystkich napojow fermentowanych poddanych ocenie byty podobne.

Whioski

1. Symbiotyczna kultura SCOBY wykazata zdolno$¢ adaptacji do fermentacji w wa-
runkach mleka z laktoza, jak i mleka bez laktozy. Dynamika fermentacji byta uza-
lezniona od czasu fermentacji i pasazu.

2. Jakos$¢ mikrobiologiczna wytworzonych napojow byla bardzo dobra i charaktery-
styczna dla mlecznych napojow fermentowanych.

3. Badane produkty charakteryzowaly si¢ umiarkowang akceptowalnoscia sensorycz-
ng. Fermentowany napoj z mleka bezlaktozowego byl nieznacznie bardziej akcep-
towany przez konsumentow.

4. Istnieje mozliwos¢ zastosowania naparu herbacianego Kombucha i kultury sym-
biotycznej SCOBY do produkcji fermentowanego napoju mlecznego.

5. Opracowana receptura oraz warunki fermentacji mlecznych napojow na bazie
symbiotycznej kultury SCOBY oraz naparu herbacianego Kombucha wymagaja
optymalizacji w celu uzyskania bardziej pozadanych cech sensorycznych produktu.

Publikacja finansowana z srodkow przeznaczonych na dziatalnosé statutowq Ka-
tedry Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci SGGW.
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APPLICATION OF KOMBUCHA TEA BREW AND SCOBY SYMBIOTIC CULTURE
TO PRODUCE FERMENTED MILK BEVERAGE

Summary

To produce fermented milk beverages, there can be used cultures of microorganisms other than those
itionally applied. For example SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) is characterized by

its ability to carry out lactic acid fermentation; it is used to produce a Kombucha tea beverage.

The objective of the research study was to evaluate the applicability of Kombucha tea brew and

SCOBY culture to produce fermented milk beverages based on the traditional and lactose-free milk. On
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the basis of the authors’ own research studies, a recipe was developed of fermented milk beverages, in-
cluding the fermentation parameters. The research study was performed on the adaptability of symbiotic
culture and it was shown that the microorganisms living in SCOBY were capable of growth and metabolic
activity in the environment of traditional and lactose-free milk. The growth dynamics of typical groups of
microorganisms was dependent on the SCOBY passage. In the subsequent passage the count of lactic and
acetic bacteria of ca. 8 log cfu/ml was reported earlier than in the first passage. The microbiological quali-
ty of the beverages produced was very good and characteristic for fermented milk beverages. The sensory
quality was determined using consumer methods. The products analysed were characterized by moderate
sensory acceptability. In order to obtain better sensory attributes of the product, the developed recipe
should be optimised as should be the fermentation conditions of milk beverages based on SCOBY symbi-
otic culture and Kombucha tea brew.

Key words: fermented milk beverage, Kombucha, SCOBY, lactose-free milk
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WPLYW WYBRANYCH TECHNOLOGII MROZENIA NA LICZBE
BAKTERII LACTOBACILLUS CASEI EOCK 0900, AKTYWNOSC
PRZECIWUTLENIAJACA I CECHY SENSORYCZNE SORBETOW
NA BAZIE FERMENTOWANEJ PULPY DYNIOWEJ

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wplywu wybranych technologii mrozenia na przezywalnos¢ probiotycz-
nego szczepu bakterii Lactobacillus rhamnosus EOCK 0900, jako$¢ sensoryczng oraz aktywnos¢ przeci-
wutleniajaca sorbetow z miazszu dyni. Zakres pracy obejmowal produkcje trzech wariantéw sorbetow
w warunkach laboratoryjnych z zastosowaniem: (1) klasycznego zamrazania, (2) suchego lodu i (3) cie-
klego azotu, a nastgpnie oznaczenie liczby probiotycznego szczepu bakterii Lactobacillus rhamnosus
LOCK 0900 w produkcie, pomiar pH, oceng zmian jakosci sensorycznej produktow podczas przechowy-
wania w temp. -18 °C przez 16 tygodni. Dodatkowo oznaczono aktywno$¢ przeciwutleniajaca surowca
i $wiezych gotowych produktow. Stwierdzono, ze niezaleznie od zastosowanej technologii produkcji
sorbetdw wraz z uptywem czasu przechowywania nastgpowato istotne obnizenie liczby bakterii LAB
w produktach (o ok. 1 rzad logarytmiczny), jednak komorki bakterii przezywaty w wigkszym stopniu
w przypadku zastosowania cieklego azotu i suchego lodu do mrozenia w poréwnaniu z metoda klasyczna.
Rodzaj zastosowane] technologii produkcji sorbetow determinowal takze jako$¢ sensoryczng deserow.
Najwyzsze noty ogdlnej jakosci sensorycznej przyznano produktowi wytworzonemu z uzyciem technolo-
gii cieklego azotu. Proces fermentacji spowodowat istotny wzrost wartosci aktywnosci przeciwutleniajacej
produktow gotowych w poréwnaniu z surowcem wyjsciowym.

Stowa kluczowe: dynia, technologie produkcji sorbetow, probiotyki, jako$¢ sensoryczna, aktywnosé
przeciwutleniajaca

Wprowadzenie

Do produktow pochodzenia roslinnego, owocowych lub/i warzywnych, o wyso-
kiej wartosci odzywczej mozna zaliczy¢ sorbety. Sa to mrozone desery, ktore zyskaty
popularnos¢, tradycyjnie produkowane ze §wiezych lub pasteryzowanych surowcow

Dr inz. A. Szydlowska, dr inz. D. Zielifiska, Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci,
Wydz. Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warsza-
wie, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa. Kontakt: aleksandra_szydlowska@sggw.pl
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pochodzenia roslinnego, tj. z puree czy sokow, ale bez uzycia mleka [17, 24]. Ze
wzgledu na sktad sorbety moga by¢ nie tylko atrakcyjnym sensorycznie deserem, ale
rowniez elementem petnowartosciowej diety. Cze$¢ surowcoOw roslinnych o wlasciwo-
sciach prozdrowotnych jest dostepna w stanie §wiezym jedynie sezonowo, a mrozonki
nie dla wszystkich konsumentéw sg rownie atrakcyjne [18]. W zwigzku z rosnacg po-
pularnos$cig sorbetéw oraz ulegajacymi zmianie preferencjami konsumentéw w odnie-
sieniu do lodow [22] obserwuje si¢ pewien trend w produkcji mrozonych deserow,
zwigzany z optymalizacjg stosowanych dotad technologii produkcji tych wyrobow.

Proces tzw. zamrazania kriogenicznego z uzyciem cieklego azotu stanowi jeden
z kierunkdéw rozwoju przetwarzania surowca roslinnego [24] ze wzgledu na to, ze
szybsze tempo zamrazania powoduje mniejsze straty witamin i sktadnikow odzyw-
czych [23].

Pavlyuk i wsp. [25] przeprowadzili badania nad mozliwoscig zastosowania za-
mrazania kriogenicznego ,,szokowego”, niskiej temperatury oraz rozdrabniania wa-
rzyw i owocow jako innowacji w opracowywaniu nowego sposobu wytwarzania proz-
drowotnych (na etapie wprowadzania do produkcji) sorbetow owocowych
i warzywnych. Uzyskano nowe warianty mrozonych deserow z nawet 3-krotnie wigk-
sza zawartos$cig substancji biologicznie aktywnych [BAS] (ang. biologically active
substances) w poréwnaniu z uzytymi surowcami, co przyczynilo si¢ do ograniczenia
koniecznosci stosowania sztucznych dodatkéw do zywnosci, tj. stabilizatorow, emul-
gatorow czy syntetycznych $rodkow barwiacych, tradycyjnie dodawanych do sktadu
recepturalnego sorbetow.

Wspolczesna gastronomia, poszukujagc nowych smakéw, czy tez dostosowujac
stare przepisy kulinarne do wspoétczesnych warunkéw, rowniez wyznacza trend okre-
$lany mianem ,,food hunting”, ktérego przyktadem jest kuchnia molekularna, wyko-
rzystujgca m.in. technologie z uzyciem cieklego azotu czy suchego lodu [10].

W literaturze przedmiotu [10, 23, 25] dostepne sa jedynie doniesienia dotyczace
mozliwosci wykorzystania technologii ciekltego azotu czy suchego lodu np. w produk-
cji gastronomicznej badz tez na etapie badan laboratoryjnych, przeprowadzanych
w celu optymalizacji procesu produkcji deseréw mrozonych. Brakuje natomiast danych
dotyczacych wptywu zastosowania tych technologii na liczbg bakterii probiotycznych
w mrozonych deserach przygotowywanych na bazie surowca roslinnego, swiezych
oraz przechowywanych, a takze na wszelkie ich wyrdzniki jakoSciowe, tj. profil senso-
ryczny produktu. PowyzZsze staje si¢ uzasadnieniem podjetych badan.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu wybranych technologii mrozenia na prze-
zywalnos$¢ probiotycznego szczepu bakterii Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900,
jako$¢ sensoryczng oraz aktywno$¢ przeciwutleniajgca sorbetow z migzszu dyni.
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Material i metody badan

Materiat do badan stanowily sorbety dyniowe wyprodukowane w warunkach la-

boratoryjnych trzema metodami: (1) klasycznego zamrazania, (2) z uzyciem suchego
lodu oraz (3) z zastosowaniem cieklego azotu, z nastgpujacych surowcoOw:

przecier z dyni olbrzymiej (Cucurbita maxima Duchesne) odmiany Melonowa
Z6tta (wedtug rejestru COBORU), przygotowany wedtug Szydlowskiej i Kotozyn-
Krajewskiej [28],
pasteryzowana woda oraz dodatki smakowo-teksturotwdrcze, tj. sacharoza i zela-
tyna spozywcza,
probiotyczny szczep bakterii Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 pochodzacy
z kolekcji Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki Lodzkiej
[3, 19]. Szczep hodowano na pozywce MRS w temp. 37 °C, nastgpnie 24-godzinng
hodowlag bakterii zaszczepiano pasteryzowany przecier z dyni w ilosci 1 % (v)
produktu. Proces fermentacji prowadzono w temp. 32 °C przez 26 h, z dodatkiem
sacharozy na poziomie 8 % (v) [28]. Wielko$¢ dodawanego inokulum wynosita ok.
9 log jtk/ml.

Sorbety dyniowe, stanowigce materiat do badan, wyprodukowano w warunkach

laboratoryjnych nastepujacymi metodami:

L.

Metoda klasycznego zamrazania

Po potaczeniu surowcow otrzymywano mas¢ lodowa, ktéra mieszano i zamrazano
w warunkach laboratoryjnych w maszynie do lodow typu IC 5000 (DeLonghi,
Treviso, Wtochy). Nastepnie produkty przektadano za pomoca jalowych tyzek do
plastikowych pojemnikéw o pojemnosci 300 ml i umieszczano w zamrazarce
w temp. -18 °C.

Metoda z uzyciem suchego lodu

Uzywano granulatu suchego lodu o $rednicy 16 mm i temp. -78,5 °C (Drylce Zone,
Polska). Suchy 16d w ilo$ci 400 g rozdrabniano mikserem i dodawano stopniowo do
fermentowanego przecieru z dyni, jednoczesnie intensywnie chtodzac catg mase. Po
uptywie ok. 10 min mieszania schtodzong mas¢ przektadano za pomoca jatowych
tyzek do plastikowych pojemnikow o pojemnosci 300 ml i umieszczano w zamra-
zarce w temp. -18 °C.

. Metoda z zastosowaniem cieklego azotu

Do produkcji sorbetow z dyni stosowano ciekly azot o temp. -195,8 °C. Transpor-
towano go i przechowywano w naczyniu Dewara o pojemnos$ci 4 1 (Air Products,
Polska). Ciekty azot stopniowo przelewano z naczynia Dewara do naczynia
z uprzednio potaczonymi sktadnikami sorbetu. Nastepnie mikserem mieszano mase,
jednoczesnie intensywnie ja chtodzac. Po uptywie ok. 5 min mieszania schtodzong
mas¢ przektadano za pomocg jatowych tyzek do plastikowych pojemnikdéw o po-
jemnosci 300 ml 1 umieszczano w zamrazarce w temp. -18 °C.
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Wszystkie proby sorbetow przechowywano przez 16 tygodni. Oznaczenia liczby
bakterii LAB oraz pomiar pH wykonywano po 0, 8 i 16 tygodniach przechowywania.

Oznaczanie liczby bakterii kwasu mlekowego w sorbetach dyniowych wykony-
wano metodg plytkowa przez posiew na podtozu Agar MRS (Biokar Diagnostic, Fran-
cja) zgodnie z normg PN-ISO: 15214:2002 [26].

Pomiar pH badanych produktow wykonywano przy uzyciu pH-metru CP-501
(Elmetron, Polska) z uwzglednieniem temperatury probek.

Do oceny sensorycznej produktow zastosowano metode iloSciowej analizy opi-
sowe] QDA zgodnie z norma ISO 13299: 2016 [11]. Oceniano produkty $wieze oraz
po 8 i1 16 tygodniach przechowywania w temp. -18 °C. W celu zdefiniowania jako$ci
sensorycznej produktow wyszkolony zespot oceniajacych wytypowat 9 wyrdznikow —
2 wyrozniki tekstury: gesto$¢ i gladkosé; 6 wyrdéznikow smaku: dyniowy, stodki, kwa-
$ny, gorzki, cierpki, piekacy i inny oraz jako$¢ ogdlng. Oceny zostaly przeprowadzone
z udzialem 10-osobowego zespolu pracownikow Katedry Technologii Gastronomicz-
nej i Higieny Zywnosci, przeszkolonego w zakresie metodyki wykonywanych analiz
oraz przebadanego pod wzgledem wrazliwosci sensoryczne;j.

Aktywno$¢ przeciwutleniajacg oznaczano wedlug zmodyfikowanej metody Bran-
da-Wiliamsa i wsp. [6] z uzyciem rodnika DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl,
Sigma Aldrich, Polska). Analizowano niefermentowany surowiec — przecier z dyni
oraz $wieze sorbety wyprodukowane trzema metodami. Ekstrakty sporzadzano z 25 g
probki, do ktorej dodawano 100 ml etanolu. Ekstrakcje z wytrzgsaniem prowadzono
przez 20 h, nastepnie mieszaning filtrowano. Absorbancje roztworéw mierzono przy
dtugosci fali L = 517 nm. Roztwor DPPH sporzadzono z 0,012 ¢ DPPH (M = 394,32
g/mol), ktory rozpuszczono w 100 cm’ etanolu. Kalibracje spektrofotometru przepro-
wadzono, uzywajac etanolu. Absorbancje A0 mierzono po dodaniu do 0,2 cm’ roztwo-
ru DPPH 0,8 cm’ etanolu. Probka zawierata 0,2 cm® roztworu DPPH', 0,6 cm’® etanolu
i 0,2 cm’ badanego ekstraktu. Po uptywie 5, 10, 20, 30 i 40 min od zainicjowania reak-
¢ji mierzono absorbancje (A). Kazdy pomiar wykonywano trzykrotnie (dla 3 r6znych
partii produktow) 1 obliczano $rednig warto$¢ absorbancji (Ar) dla danego roztworu.
Inhibicje¢ wyrazong w procentach obliczano z rownania:

% inhibicji = 100 (Ao — A;)/Ao

gdzie:
A, — $rednia warto$¢ absorbancji badanej probki,
Ao — absorbancja kontrolna.

Analize statystyczng przeprowadzono w programie Statistica 13.1 (StatSoft, Pol-
ska). Do statystycznej oceny wynikow uzyskanych podczas oznaczania liczby bakterii
LAB, pomiardéw pH oraz pomiaru aktywnos$ci przeciwutleniajacej zastosowano jedno-
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czynnikowg analiz¢ wariancji (Anova). Testowanie prowadzono przy p = 0,05. Do
interpretacji wynikoOw oceny sensorycznej sorbetow wykorzystano analiz¢ sktadowych
gtownych PCA (ang. Principal Component Analysis). Wyodrgbniono 3 sktadowe
glowne, ktorych suma wyjasniata 65,6 % catkowitej wariancji zmiennych. Natomiast
suma 2 pierwszych sktadowych gléwnych wyjasniata 57 % wariancji zmiennych. Ob-
liczono takze warto$ci wspotczynnikow korelacji (p = 0,01) jakosci ogdlnej z badany-
mi wyréznikami jako$ci sorbetow z fermentowanego migzszu dyni.

Wyniki i dyskusja

W przypadku kazdej z zastosowanych technologii odnotowano statystycznie
istotne obnizenie (p = 0,0015) liczby bakterii LAB w sorbetach po okresie przecho-
wywania (rys. 1). Zastosowanie technologii cieklego azotu i suchego lodu do produkcji
mrozonych deseréw dyniowych pozwolito jednak na otrzymanie statystycznie istotnie
wyzszej liczby bakterii Lactobacillus rhamnosus £OCK 0900 (ok. 7 log jtk/g) po 16
tygodniach przechowywania w pordwnaniu z przechowywanymi sorbetami wytwarza-
nymi metodg tradycyjng (ok. 4 log jtk/g). Przyczyng tego zjawiska jest zmniejszenie
zmian zachodzacych w komorkach bakterii przy intensywnym mrozeniu (z uzyciem
suchego ludu czy ciektego azotu), co ogranicza tworzenie duzych krysztatkow lodu,
ktore uszkadzajg struktury komorkowe.

Rodzaj zastosowanej technologii produkcji determinowat wartos¢ pH gotowych
wyrobow (rys. 1). Najnizszg wartos$¢ pH sposrod wszystkich badanych $wiezych pro-
bek odnotowano w przypadku sorbetow wyprodukowanych z uzyciem technologii
suchego lodu (warto$¢ 4,9). Pozostate technologie, tj. tradycyjna i z uzyciem cieklego
azotu nie roznicowaly produktow istotnie (p > 0,05) pod wzgledem wartosci pH ($red-
nia wartos¢ 5,5). Warto$¢ pH zadnego z 3 rodzajow sorbetow nie ulegla statystycznie
istotnym zmianom podczas 16 tygodni przechowywania w temp. -18 °C. Basyigit
i wsp. [4], Favaro-Trindade i wsp. [9] oraz Nousia i wsp. [21] takze nie obserwowali
statystycznie istotnych zmian wartosci pH w mrozonych deserach na bazie surowcow
ro$linnych lub mleka w okresie przechowywania dochodzagcym nawet do 180 dni,
w temperaturze zblizonej do zastosowanej w badaniach wiasnych.

Szydiowska 1 Kotozyn-Krajewska [29] wykazaly w potencjalnie probiotycznych
sorbetach, wyprodukowanych na bazie fermentowanego migzszu dyni metoda trady-
cyjna, po przechowywaniu wyzszg liczbe bakterii probiotycznych Lactobacillus rha-
mnosus LOCKO0900 (powyzej 9 log jtk/g) ze wzgledu na nizszg temperaturg przecho-
wywania produktow (-30 °C) niz w niniejszym doswiadczeniu (-18 °C). Z kolei wedtug
Akalina i wsp. [2] liczba probiotycznych bakterii starterowych Lactobacillus acidophi-
lus osiagneta poziom 6,88 log jtk/g po 180 dniach przechowywania lodow mlecznych
w temp. -18 °C.
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Objasnienia / Explanatory notes:

Stupki przedstawiaja liczbe komorek bakterii, linie — zmiany wartosci pH / Bars represent count of bacte-
ria, lines — changes in pH values; a, b, c — wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie réznig si¢
migdzy soba statystycznie istotnie (p > 0,05) / mean values denoted by the same letters don’t differ stati-
stically significantly (p > 0.05).

Rys. 1. Zmiany liczby bakterii Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 oraz wartosci pH w sorbetach
podczas 16 tygodni przechowywania w temp. -18 °C

Fig. 1. Changes in count of Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 bacteria and in pH value of sorbets
during 16 week storage at a temp. of -18 °C
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Badania in vitro dotyczace analizy aktywnoS$ci przeciwutleniajacej réznych ga-
tunkoéw drobnoustrojow probiotycznych (gldwnie bakterii nalezacych do Lactobacillus
spp. oraz Bifidobacterium spp.) byly przedmiotem prac naukowych [13, 16, 27, 31].
Achuthan 1 wsp. [1] stwierdzili, Zze rozne szczepy bakterii tego samego gatunku wyizo-
lowane z jednego $rodowiska wykazujg odmienng tolerancj¢ na nadtleneck wodoru czy
rodnik hydroksylowy. Moga charakteryzowac si¢ takze rozng ekspresja genéw kodujg-
cych dysmutaze ponadtlenkowg i katalaze oraz prowadzi¢ inhibicj¢ peroksydacji kwa-
su linolowego w réznym stopniu. Swiadczy to o, zaleznej od szczepu, zroznicowane;
skutecznosci przeciwutleniajgcej probiotycznych bakterii.

Wyniki dotyczace wplywu procesu fermentacji i rodzaju zastosowanej technolo-
gii produkcji sorbetow na wartos¢ aktywnosci przeciwutleniajacej przedstawiono
w tab. 1. Stwierdzono, ze w wyniku procesu fermentacji z udzialem probiotycznego
szczepu bakterii Lactobacillus rhamnosus £OCK 0900 warto$¢ aktywnosci przeciwu-
tleniajacej gotowych sorbetow byta ponad 5-krotnie wyzsza w poréwnaniu z fermen-
towanym surowcem, czyli pulpg dyniowa wykorzystywang do produkcji warzywnych
deserow mrozonych. Nie odnotowano natomiast statystycznie istotnych réznic pomig-
dzy probkami sorbetow wytwarzanych przy zastosowaniu réoznych technologii produk-
cji (tab. 1).

Tabela 1. Wartosci aktywnosci przeciwutleniajacej sorbetow determinowane procesem fermentacji
i rodzajem zastosowanej technologii mrozenia

Table 1.  Antioxidant activity values of sorbets dependent on fermentation process and type of sorbet
manufacturing technology used

Aktywno$¢
przeciwutleniajgca
Sorbet [% inhibicji DPPH |
Antioxidant activity

[% of DPPH_inhibition]

Surowiec — dynia / Raw material — pumpkin 14,1* £2,07
(1) Zamrozony tradycyjnie / Traditionally frozen 74,6°+ 2,63
(2) Zamrozony przy uzyciu suchego lodu / Frozen using dry ice 76,2°+2,55
(3) Zamrozony przy uzyciu cieklego azotu / Frozen using liquid nitrogen 73,0+ 1,58

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenie standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; a, b, ¢ — wartosci srednie oznaczone tymi samymi literami nie réznia si¢ migdzy soba staty-
stycznie istotnie (p > 0,05) / mean values denoted by the same letters don’t differ statistically significantly
(p > 0.05).

Wplyw procesu fermentacji na warto$¢ aktywnosci przeciwutleniajgcej zywnosci
pochodzenia roslinnego byt przedmiotem badan, ktére prowadzili m.in. Kusznierewicz
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1 wsp. [14]. Poddali oni spontanicznej fermentacji sok z bialej kapusty. Po 7 dniach
prowadzenia procesu zaobserwowano znaczacy wzrost potencjatu przeciwutleniajace-

go wobec rodnika DPPH . Sok z kiszonej kapusty otrzymany po 14 dniach fermentacji

charakteryzowat si¢ ok. 7-krotnie wyzszym potencjalem wobec DPPH w poréwnaniu
z sokiem ze Swiezej kapusty. Rowniez w badaniach Chlopickiej i wsp. [7] fermentacja
nasion gryki wplyneta na kilkakrotny, istotny wzrost warto$ci parametrow przeciwu-
tleniajacych (DPPH.).

Na podstawie wynikow oceny sensorycznej sorbetow z dyni z dodatkiem bakterii
probiotycznych zaobserwowano trend zwigzany z jako$cig 0golng produktéw. Sposrod
9 ocenianych wyroznikdéw 4 mialy pozytywny wptyw na jako$¢ ogolng (tab. 2).

Tabela 2. Wartosci wspotczynnikow korelacji (r) jakosci ogoélnej z badanymi wyrdznikami jakosci sor-
betow z fermentowanego miazszu dyni

Table 2.  Values of coefficients of correlation (r) between overall quality and tested quality characteris-
tics of sorbets made of fermented pumpkin pulp

Wyrdznik jakosciowy r

Quality characteristic dodatnia / positive ujemna / negative
Konsystencja / Consistency:
Gestos¢ / Thickness 0,2135 -
Gladkos¢ / Smoothness 0,2311* -
Smak / Flavour
Dyniowy / Pumpkin flavour 0,1169 -
Stodki / Sweet flavour 0,1114 -
Kwasny / Acid flavour - -0,1962
Gorzki / Bitter taste - -0,1279
Cierpki / Pungent taste - -0,0754
Piekacy / Burning taste - -0,0489
Inny / Other flavour - -0,0815

Objasnienia / Explanatory notes:
* — wspotezynnik korelacji statystycznie istotny (p < 0,01) / statistically significant correlation coefficient
(p <0.01).

Statystycznie istotng zaleznos$¢ stwierdzono jedynie w przypadku wyroznika kon-
systencji — gltadkosci, natomiast wyrozniki jakosci sensorycznej, takie jak smak kwa-
$ny 1 gorzki w niewielkim stopniu obnizaly ogolng jako$¢ sensoryczng sorbetow, jed-
nak nie zaobserwowano tu statystycznie istotnych zaleznos$ci.

Wyniki uzyskane metodg PCA przedstawiono graficznie na rys. 2. Pierwsza gru-
pa jednorodng pod wzgledem jako$ciowym byty probki sorbetow wyprodukowanych
metodg klasycznego zamrazania, oznaczone cyframi 1, 2, 3. Ich usytuowanie w pobli-
zu wektora smaku dyniowego 1 smaku stodkiego wskazuje, ze te produkty charaktery-
zowaly si¢ wyraznym smakiem stodkim i dyniowym.
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Objasnienia / Explanatory notes:

jakos¢ ogodlna / overall quality; gestos¢ / thickness; gladko$¢ / smoothness; smak piekacy / burning taste;
smak inny / other flavour; smak cierpki / pungent taste; smak kwasny / acid flavour; smak gorzki / bitter
taste; smak stodki / sweet flavour; smak dyniowy / pumpkin flavour; 1 — sorbet wyprodukowany metoda
tradycyjna, $wiezy / sorbet manufactured by traditional method, fresh; 2 — sorbet wyprodukowany metoda
tradycyjna, przechowywany przez 8 tygodni / sorbet manufactured by traditional method, stored for 8
weeks; 3 — sorbet wyprodukowany metoda tradycyjna, przechowywany przez 16 tygodni / sorbet manu-
factured by traditional method, stored for 16 weeks; 4 — sorbet wyprodukowany z uzyciem suchego lodu,
Swiezy / sorbet manufactured using dry ice, fresh. 5 — sorbet wyprodukowany z uzyciem suchego lodu,
przechowywany przez 8 tygodni / sorbet manufactured using dry ice, stored for 8 weeks; 6 — sorbet wy-
produkowany z uzyciem suchego lodu, przechowywany przez 16 tygodni / sorbet manufactured using dry
ice, stored for 16 weeks; 7 — sorbet wyprodukowany z uzyciem ciektego azotu, §wiezy / sorbet manufactu-
red using liquid nitrogen, fresh; 8 — sorbet wyprodukowany z uzyciem cieklego azotu, przechowywany
przez 8 tygodni / sorbet manufactured using liquid nitrogen, stored for 8 weeks; 9 — sorbet wyprodukowa-
ny z uzyciem cieklego azotu, przechowywany przez 16 tygodni / sorbet manufactured using liquid nitro-
gen, stored for 16 weeks.

Rys. 2.  Wykres konfiguracji punktéw reprezentujacych zmienne w uktadzie dwoch pierwszych osi
czynnikowych (glownych sktadowych)

Fig. 2.  Graph of configuration of points representing variables in system of first two factorial axes
(principal components)
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Ledeker i wsp. [15] zbadali réznice cech sensorycznych pomigdzy puree z mango
a sorbetem z mango wyprodukowanym takze metodg tradycyjnego zamrazania. Wyni-
ki tych badan dowodzg, ze dominujgca nutg smakowa mrozonych deser6w z mango
byla nuta stodko-owocowa pochodzgca ze wsadu roslinnego uzytego do produkcji.
Probki sorbetow z fermentowanego migzszu dyni, oznaczone cyframi 4, 5, 6 — rys. 2
(technologia z wykorzystaniem suchego lodu) odznaczaly si¢ duza intensywnos$cig
odczucia smaku gorzkiego, kwasnego, cierpkiego i innego. Dwie ostatnie (probki 5 i 6)
zostaly ocenione najnizej sposrod wszystkich dziewieciu produktow pod wzgledem
ogolnej jakosci sensorycznej. Wedlug Myhrvolda i wsp. [20] uzycie suchego lodu
sprawia, ze produkt poddany jego dziataniu staje si¢ gazowany oraz przybiera lekko
kwasny smak, co moze mie¢ wptyw na nizsze oceny cech sensorycznych.

Z kolei na drugim ,,biegunie jakoSciowym” znajduja si¢ probki sorbetow dynio-
wych oznaczone numerami 8 i 9 — rys. 2 (technologia z wykorzystaniem cieklego azo-
tu). Jako$¢ sensoryczna tych produktow byta najwyzsza sposrod wszystkich ocenia-
nych. Przy uzyciu tej technologii mozna osiggna¢ inne efekty niz z uzyciem suchego
lodu. Mrozone desery wytworzone z uzyciem cieklego azotu maja bardziej kremowa
ijednolitg konsystencje w pordwnaniu z wyrobami powstaltymi w procesie tradycyjne-
go mrozenia. Przyczyna takiego zjawiska jest powstawanie krysztatkow lodu o matej
$rednicy w poréwnaniu z innymi metodami mrozenia [5, 30].

Whioski

1. Niezaleznie od zastosowanej technologii mrozenia sorbetow, czas przechowywa-
nia wplywat istotnie na obnizenie liczby bakterii Lactobacillus rhamnosus LOCK
0900 w produktach. Po 16 tygodniach przechowywania w temperaturze -18 °C od-
notowano obnizenie liczby bakterii o ok. 1 rzad logarytmiczny w stosunku do wy-
roboéw $wiezych, jednak w przypadku sorbetow wyprodukowanych metoda przy
uzyciu ciektego azotu i suchego lodu przezywalno$¢ bakterii byla istotnie wyzsza.

2. Rodzaj zastosowanej technologii mrozenia sorbetow determinowat jako$¢ senso-
ryczng deserow. Najwyzsze noty ogolnej jakosci sensorycznej przyznano sorbeto-
wi wytworzonemu z uzyciem technologii cieklego azotu.

3. Fermentacja i rodzaj zastosowanej technologii mrozenia wptynely istotnie na
zwigkszenie aktywnosci przeciwutleniajgcej sorbetow w poréwnaniu z surowcem
ro$linnym.

4. Nie odnotowano statystycznego istotnego wptywu rodzaju zastosowanej technolo-
gii mrozenia sorbetéw na warto$¢ aktywnosci przeciwutleniajgcej gotowych wyro-
bow.
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EFFECT OF SELECTED FREEZING TECHNOLOGIES ON COUNT OF LACTOBACILLUS
CASEI LOCK 0900, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND SENSORY CHARACTERISTICS OF
FERMENTED PUMPKIN-BASED SORBETS

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of some selected freezing technologies
on the survival of the Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 probiotic bacterial strain, on the sensory
quality and antioxidant activity of sorbets made from pumpkin flesh. The scope of study included: the
production of three types of sorbets under the laboratory conditions, where the following was applied: (1)
classical freezing, (2) dry ice and (3) liquid nitrogen; the determination of the count of probiotic Lactoba-
cillus rhamnosus LOCK 0900 bacteria strain in the product; the measurement of the pH value and the
assessment of changes in the sensory quality of the products during their storage at -18 °C for 16 weeks. In
addition, the antioxidant activity of the raw material and fresh, finished products was determined. It was
found that, irrespective of the sorbets production technology used, the count of LAB bacteria decreased in
the products (by ca. 1 logarithmic row) with the storage time passing, however when the liquid nitrogen
and dry ice technology were used to freeze the products, more bacterial cells survived compared to the
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classical method used. Also, the type of the technology applied to manufacture the sorbets determined the
sensory quality of those desserts. The highest scores received the overall sensory quality of the products
manufactured using the liquid nitrogen technology. Compared to the initial raw material, the finished
products showed a significantly higher value of antioxidant activity and this increase was caused by the
fermentation process.

Key words: pumpkin, sorbets manufacturing technologies, probiotics, sensory quality, antioxidant activity
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Streszczenie

Celem pracy byta ocena wplywu wybranych szczepow bakterii kwasu mlekowego na przydatnosé
technologiczng i trwato$¢ mikrobiologiczng migsa drobiowego oddzielonego mechanicznie (MDOM).

Materiat doswiadczalny stanowito migso drobiowe MDOM, do ktorego dodano trzy szczepy bakterii
kwasu mlekowego na poziomie 107 jtk/g — Lactobacillus plantarum SCH1 i Lactobacillus brevis KL5
wyizolowane z surowych wedlin dojrzewajacych oraz Lactobacillus plantarum S21 wyizolowany z ser-
watki kwasowej. Wariant kontrolny nie zawieral dodatku bakterii. Farsze z MDOM przechowywano
w warunkach chtodniczych i badano po 1, 4 i 7 dniach przechowywania. Zakres badan obejmowat ozna-
czenie: 0golnej liczby drobnoustrojow, liczby mezofilnych bakterii fermentacji mlekowej, liczby Escheri-
chia coli, liczby Enterobacteriaceae, obecnosci Salmonella spp., obecnosci Campylobacter spp. 1 liczby
gronkowcoéw koagulazododatnich oraz oznaczenie cech fizykochemicznych, tj. pH i potencjatu oksyda-
cyjno-redukcyjnego, zawartosci azotanow (III) i (V) oraz oceng barwy w systemie CIE L*a*b*. Zastoso-
wanie szczepow bakterii kwasu mlekowego w farszach z migsa drobiowego oddzielonego mechanicznie
nie wplynglo negatywnie na ich przydatnos¢ technologiczng. Zaobserwowano pozytywny wpltyw Lacto-
bacillus brevis KL5 na ksztaltowanie barwy surowych farszow z MDOM. Wykazano hamujacy wptyw
Lactobacillus plantarum SCHI1 na bakterie Escherichia coli oraz Enterobacteriaceae w surowych farszach
z MDOM po 4 dniach chlodniczego przechowywania. Przeprowadzone badania umozliwiaja stwierdzenie,
ze wybrane szczepy LAB wyizolowane z produktow pochodzenia zwierzgcego wplywaja hamujaco na
wzrost drobnoustrojow w MDOM.

Stowa kluczowe: migso drobiowe oddzielone mechanicznie (MDOM), przydatno$¢ technologiczna
MDOM, bakterie kwasu mlekowego, jako$¢ mikrobiologiczna MDOM
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Wprowadzenie

Migso oddzielone mechanicznie (MOM) to produkt pozyskiwany z kosci zwierzat
rzeznych lub ich fragmentow badz z tusz drobiowych (MDOM) z naturalnie przylegta
tkankg migkka w postaci fragmentow migsa chudego, ttuszczu i tkanki tacznej, ktore
oddzielane sg od ko$ci. MOM uzyskuje si¢ za pomoca $rodkéw mechanicznych, co
prowadzi do utraty lub modyfikacji struktury wiokien migsniowych [18, 38, 43].
W praktyce przemystowej MOM otrzymywany jest najczesciej metodg naruszajgca
strukture kosci i metoda nienaruszajaca tej struktury. W pierwszej metodzie kosci sg
czgsciowo rozdrabniane, a tkanka mickka przylegta do kosci wyciskana jest pod ci-
$nieniem 10 + 40 MPa przez glowice separujace oraz sita o matej srednicy otworow.
W przypadku drugiej metody migso oddziela si¢ bez naruszenia struktury kosci za
pomoca wirujacego bebna z perforacja [14, 20].

Migso oddzielone mechanicznie jest surowcem tanszym od mi¢sa wykrawanego
recznie i powszechnie stosowanym w przetworstwie w kraju 1 na §wiecie [8, 24].

Zastosowanie MOM w przemysle spozywczym to w duzej mierze produkcja
pasztetow, konserw, kietbas drobno rozdrobnionych i homogenizowanych oraz wyro-
boéw garmazeryjnych, np. hamburgerow czy krokietow [5, 46]. W ostatnich latach ob-
serwuje si¢ na $Swiecie coraz wigksze spozycie migsa drobiowego, co wigze si¢ ze
wzrostem produkcji MDOM z kos$ci drobiowych oraz jego wykorzystaniem w przemy-
sle [10].

W procesie separacji migsa od kosci nastepuje duze rozdrobnienie surowca, zanik
struktury tkankowej oraz napowietrzenie, co sprzyja wzrostowi zanieczyszczenia mi-
krobiologicznego. Ponadto surowiec do produkcji migsa drobiowego oddzielonego
mechanicznie (MDOM) moze zawiera¢ stosunkowo wysoka liczbe drobnoustrojow,
w tym patogennych, szczegolnie z rodziny Enterobacteriaceae. W mikroflorze MOM
moga by¢ obecne bakterie chorobotworcze, jak: Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
aureus, jak rowniez bakterie saprofityczne, glownie z rodzaju Pseudomonas, przyspie-
szajace psucie migsa [8, 21].

W badaniach Michalskiego i Pomykaty [21, 36] wykazano w 46 partiach MDOM
z krajowych zaktadow przemystowych obecno$é¢ Salmonella spp. w 25 g. W 58 % prob
MDOM stwierdzono obecno$¢ beztlenowych bakterii przetrwalnikujagcych w 0,01 g,
w 87 % prob stwierdzono obecno$é bakterii z grupy coli w 0,001 g, a w 76 % bada-
nych prob byly obecne gronkowce koagulazo-dodatnie w 0,1 g.

Do najczegsciej stosowanych metod utrwalania migsa oddzielonego mechanicznie
mozna zaliczy¢ mrozenie i peklowanie, jednak ich stosowanie wigze si¢ z pewnymi
ograniczeniami. Proces mrozenia powoduje pogorszenie cech sensorycznych i techno-
logicznych surowca [45]. Zastosowanie peklowania moze by¢ natomiast niewystarcza-
jace w zwiazku z planowanymi zmianami w zakresie obnizania poziomu stosowania
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azotanow(IIl) w produkeji zywnosci [12, 18]. Celowe wydaje si¢ zatem poszukiwanie
nowych, szybkich metod i sposobow jego konserwac;ji.

Bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria, LAB) moga mie¢ szerokie
zastosowanie w bioprotekcji, poniewaz w naturalny sposob sg w stanie zdominowac
mikroflore wielu produktow spozywczych w czasie ich przechowywania [2, 25, 37].
Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa szczepdw LAB przypisywana jest m.in. pozako-
moérkowym substancjom biatkowym [37, 39]. Bakterie kwasu mlekowego s3 po-
wszechnie stosowane do produkcji wedlin surowych dojrzewajacych. Nowym kierun-
kiem jest proba zastosowania LAB, m.in. Lactobacilus sakei, Lactobacilus curvatus do
zwickszenia trwalosci 1 bezpieczenstwa zdrowotnego wyroboéw surowych (metki
i tatara). Prowadzone sg takze badania nad zastosowaniem wybranych szczepow LAB
w bioprotekcji wedlin parzonych plastrowanych [4, 11].

Migso oddzielone mechanicznie jest surowcem o nizszej jakosci pod wzgledem
mikrobiologicznym, fizykochemicznym i technologicznym w poréwnaniu z migsem
wykrawanym recznie [3, 22]. Zastosowanie bakterii kwasu mlekowego w MOM moze
by¢ alternatywa dla aktualnie stosowanych metod konserwowania lub dodatkowym
elementem w technologii plotkow podwyzszajacych jego jakos¢ [1, 18].

Celem pracy byla ocena wplywu zastosowania wybranych szczepow bakterii
kwasu mlekowego na trwato$¢ mikrobiologiczng i przydatnos$¢ technologiczng migsa
drobiowego oddzielonego mechanicznie (MDOM).

Material i metody badan

Badania przeprowadzono na migsie drobiowym oddzielonym mechanicznie
z korpusow kurczakow, wytworzonym w warunkach przemyslowych w separatorze
(AM2C, Francja) technikg naruszajacg struktur¢ kosci (Srednica otworow 1 mm).
MDOM transportowany byt w postaci zamrozonej (-18 °C). Doswiadczalne produkcje
farszow z MDOM przeprowadzono w hali pottechnicznej Zaktadu Technologii Migsa
i Thuszczu Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie.

Do badan zastosowano trzy szczepy bakterii kwasu mlekowego: Lactobacillus
plantarum SCHI 1 Lactobacillus brevis KL5 wyizolowane z surowych wedlin dojrze-
wajacych oraz Lactobacillus plantarum S21 wyizolowany z serwatki kwasowe;.
Szczepy pochodzily z kolekcji mikroorganizmoéw Zaktadu Higieny 1 Zarzadzania Jako-
$cig Zywnosci SGGW i zostaly wybrane na podstawie badan Rzepkowskiej i wsp. [39,
40]. Bakterie po namnozeniu w bulionie MRS (Merck, Polska) byly odwirowywane
w wirdwce (4500 obr./min, 2313 x g) typu J2-21 (Beckman, Dania) po zakonczeniu
drugiego pasazu i zawieszane w roztworze soli fizjologicznej (0,9 %). W takiej formie
bakterie byly wprowadzane do farszow z MDOM. Wariant kontrolny (K) nie zawierat
dodatku bakterii kwasu mlekowego. Warianty do§wiadczalne zawieraty dodatek bakte-
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rii: L1 — Lactobacillus plantarum SCH1 w ilosci 10 jtk/g, L2 — Lactobacillus brevis
KL5 wilosci 107 jtk/g i L3 — Lactobacillus plantarum S21 w ilosci 10 jtk/g.

MDOM z biomasg bakteryjng mieszano w mieszatce (Keripar, USA) przez 3 min

i1 zamykano w puszki o gramaturze 190 g w celu ograniczenia zanieczyszczen mikro-
biologicznych. Nast¢pnie puszki przechowywano w temp. 4 °C przez 7 dni. Badania
wykonywano po 1, 4 i 7 dniach chlodniczego przechowywania. W probkach farszy
0znaczano:

pH [35] elektrodg In Lab Cool (Mettler Toledo, Szwajcaria) i potencjat oksyda-
cyjno-redukcyjny elektrodg InLab Redox Pro (Mettler Toledo, Szwajcaria) w apa-
racie Mettler Delta 350 (Mettler Toledo, Szwajcaria). Pomiar wykonywano w roz-
tworze przygotowanym przez zhomogenizowanie 10 g farszu MDOM z 50 ml
wody destylowanej w ciggu 1 min przy predkosci nozy 14000 obr./min przy uzy-
ciu blendera (Bosch, Niemcy),

zawarto$¢ azotanow (III) 1 (V) [28] z modyfikacja [41] oznaczano przy uzyciu
modutowego chromatografu cieczowego (Agilent Technologies, Niemcy),
sktadowe barwy w systemie CIE L*a*b* — spektrofotometrem odbiciowym Mi-
nolta CR-300 (Minolta, Japonia). Pomiar wykonywano przy nastepujacych usta-
wieniach: obserwator standardowy CIE 2°, iluminant D65, obszar pomiaru 8 mm.
Jako zrédto odniesienia zastosowano wzorzec bieli (L* = 95,87, a* = -0,49, b* =
2,39).

Zakres badan mikrobiologicznych MDOM okres$lano na podstawie badan wstep-

nych, ktoére obejmowaty:

0go6lna liczbe drobnoustrojow w 1 g (pozywka PCA, inkubacja 30 = 1 °C, 72 + 3 h)
[30],

liczbe mezofilnych bakterii fermentacji mlekowej w 1 g (pozywka MRS, inkubacja
30+ 1°C, 72 +3h)[33],

liczbe Escherichia coli w 1 g (podtoze agar TBX, inkubacja 44 + 1 °C, 18 - 24 h)
[29],

liczbe Enterobacteriaceae w temp. 37 °C w 1 g (podloze VRBD, inkubacja 37 +
1°C, 24 +2 h)[34],

obecnos¢ Salmonella spp. w 25 g (inkubacja w workach w zbuforowanej wodzie
peptonowej (WPZ), 37 £1 °C, 18 £ 2 h. Po inkubacji posiew 0,1 ml do RVS — inku-
bacja 41,5 £ 1 °C, 24 £ 3 h oraz posiew 1,0 ml do MKTT — inkubacja 37 £ 1 °C, 24
+ 3 h. Po inkubacji posiew na pozywki state: XLD i RA, inkubacja 37 = 1 °C, 24 +
3h) [31],

obecno$¢ Campylobacter spp. w 25 g (inkubacja w atmosferze mikroaerofilnej
w37+ 1°C, 4 -6 h, na pozywce plynnej BOLTON. Nastepnie inkubacja w temp.
41,5 £ 1 °C, 44 = 4 h. Do wykrywania obecno$ci Campylobacter zastosowano
szybki test serologiczny Singlepath Campylobacter) [27],
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— liczbe gronkowcdéw koagulazododatnich w 1 g (pozywka agarowa z plazmg kroli-
czg i fibrynogenem (RPF), inkubacja 37 + 1 °C, 18 - 24 h) [32].

Do oznaczen pobierano 10 g probki w przypadku oznaczen iloSciowych lub 25 g
w przypadku oznaczen jakoSciowych po wymieszaniu produktu i zawieszano w 100 ml
wody peptonowej, nastepnie wykonywano szereg rozcienczen i wysiewano na po-
szczegolne podtoza.

W przypadku, gdy w MDOM nie stwierdzono obecno$ci wybranych drobnoustro-
jOow, nie oznaczano ich w dalszym etapie badan przechowalniczych.

Doswiadczenia przeprowadzono w trzech rownolegltych powtorzeniach. Analize
statystyczng przeprowadzono w programie Statgraphics Plus 4.1. Wykonano jedno-
czynnikowg analiz¢ wariancji, a istotno$¢ roznic migdzy wartosciami $rednimi weryfi-
kowano testem Fishera (p < 0,05).

Wiyniki i dyskusja

Wartos¢ pH farszow z migsa drobiowego oddzielonego mechanicznie (MDOM)
byta stosunkowo wysoka (6,70 = 7,09) w porownaniu z mi¢sem wykrawanym regcznie,
ktorego pH ksztattuje si¢ na poziomie 5,9 + 6,2 [16]. Ta kwasowos$¢ surowca wynikata
ze zwigkszonej zawartosci szpiku kostnego w MDOM pochodzacego ze wstepnie roz-
drabnianych koséci. Wartos¢ pH szpiku kostnego wynosi 6,8 + 7,4. Migso drobiowe
oddzielone mechanicznie charakteryzuje pH migdzy 6,5 a 7,0 [47]. Zblizong kwaso-
wos¢ MDOM (6,88) wykazali Stangierski i wsp. [42].

Stwierdzono, ze pH farszéw z MDOM obnizato si¢ podczas chtodniczego prze-
chowywania. Najwigksza dynamike wzrostu kwasowosci farszow z MDOM obserwo-
wano miedzy 1. a 4. dniem przechowywania (tab. 1). Réznice kwasowosci farszow
z MDOM stwierdzone w poszczegolnych okresach przechowywania byly niewielkie,
cho¢ w niektorych przypadkach statystycznie istotne (p < 0,05). Zastosowanie bakterii
kwasu mlekowego wptyngelo istotnie (p < 0,05) na obnizenie pH po jednym dniu prze-
chowywania w przypadku wariantu L1 ze szczepem Lactobacillus plantarum SCHI1
(tab. 1). Po 4 dniach przechowywania we wszystkich wariantach probek kwasowos$¢
farszow z MDOM byta zblizona (6,79 + 6,80), natomiast po 7 dniach przechowywania
najnizsze pH stwierdzono w farszu L1 z dodatkiem L. plantarum SCHI (6,72) oraz
w wariancie K (6,70). Bioragc pod uwagg, ze stwierdzone réznice pH miedzy warian-
tami w trzech okresach przechowywania byty niewielkie (0,01 + 0,09) mozna wnio-
skowac, ze nie miaty one wpltywu na przydatnos¢ technologiczng farszéw w zakresie
wodochtonnos$ci surowca.
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Tabela 1. Wartosci pH i potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego (ORP) farszow z MDOM podczas chtod-
niczego przechowywania
Table 1. Values of pH and oxidation-reduction potential (ORP) of MSPM forcemeats during cold stor-

age

Parametr Préba / Sample Czas przechowywania [dni] / Storage time period [days]
Parameter P 1 4 7

K 7,08 + 0,02 6,807 + 0,01 6,70** £ 0,01

- L1 7,03% £ 0,03 6,79"® £ 0,01 6,72+ 0,01

P L2 7,08 + 0,02 6,80 + 0,01 6,79°* + 0,02

L3 7,09 + 0,02 6,80 + 0,02 6,78% + 0,02

K 3244 16,6 336,74 £8,1 326,6" £2.3

ORP L1 314,904 +52 315,34+ 1,8 313,84+ 1.2

[mV] L2 3213+ 4,1 3174 +2.9 317,14 £ 1.2

L3 304,84+ 6,0 316,78+ 0,4 317,48 +52

Objasnienia / Explanatory notes:

K — proba kontrolna / control sample; L1 — MDOM z Lactobacillus plantarum SCH1 / MSPM with Lac-
tobacillus plantarum SCH1; L2 — MDOM z Lactobacillus brevis KLS / MSPM with Lactobacillus brevis
KLS5; L3 — MDOM z Lactobacillus plantarum S21 / MSPM with Lactobacillus plantarum S21. W tabeli
przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard devia-
tions; n = 3; a, b — wartosci $rednie w kolumnach oznaczone ré6znymi literami rdznig si¢ statystycznie
istotnie (p < 0,05) / mean values in columns denoted by different letters differ statistically significantly (p
< 0.05); A, B, C — wartosci $rednie w wierszach oznaczone réznymi literami rdzna si¢ statystycznie is-
totnie (p < 0,05) / mean values in rows denoted by different letters differ statistically significantly
(p<0.05).

W badaniach Szymanskiego 1 wsp. [44] obserwowano istotny wplyw wybranych
szczepow bakterii kwasu mlekowego na kwasowos$¢ farszow z migsa rozdrobnionego
z szynki wieprzowej. MDOM ro6zni si¢ sktadem chemicznym od migsa wykrawanego
recznie. Charakteryzuje si¢ m.in. duza zawartoscia ttuszczu i kolagenu, a niskg aktyw-
noscig wody [21, 22, 47]. Mozna przypuszczaé, ze Srodowisko, w ktorym znalazty si¢
bakterie kwasu mlekowego, bylo niekorzystne dla ich rozwoju. Stosunkowo mata za-
warto$¢ cukrow w MDOM mogla mie¢ rowniez wptyw na ograniczong produkcje wy-
branych metabolitow, w tym kwasu mlekowego, przez zastosowane LAB [15].

Podczas catego okresu przechowywania stwierdzono istotny wzrost potencjatu
oksydacyjno-redukcyjnego tylko w wariancie L3 (o 12,6 mV) (p < 0,05). W pozosta-
tych wariantach do§wiadczalnych $rednie wartosci potencjalu redox nie zmienity si¢
istotnie (p > 0,05) w czasie przechowywania, co wskazuje na stabilno$¢ oksydacyjna
farsz6w z MDOM. Po 4 i 7 dniach przechowywania w wariantach z dodatkiem bakterii
kwasu mlekowego warto$¢ potencjatu redoks byta na nizszym poziomie niz w warian-
cie K (tab. 1). Podobng zaleznos¢ wykazali Wojciak 1 wsp. [48], ktorzy zastosowali
bakterie kwasu mlekowego (L. casei LOCK 0900) do kietbas surowych dojrzewaja-
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cych niepeklowanych. Obserwowali nizsze wartosci potencjatu redoks po dojrzewaniu
kietbas w probach z dodatkiem LAB w poréwnaniu z wariantem kontrolnym.

Nie stwierdzono obecnos$ci NaNO; i NaNO, w farszach z MDOM, co wskazywa-
to na brak zanieczyszczen surowca tymi zwigzkami. Azotany(V) moga wystepowac
w migsie przerobowym i kulinarnym, w szczegolnosci wotowym i wieprzowym [7, 9].
Lammarino i Taranto [17] stwierdzili obecnos¢ azotanu(V) w migsie wieprzowym na
poziomie 10,2 + 14,8 mg/kg, a w migsie wotowym — 10,8 + 15,0 mg/kg.

W probie L2, w ktorej zastosowano Lactobacillus brevis KL5, zaobserwowano
najwyzszy udziat barwy czerwonej a* = 22,76 w tonie barwy (tab. 2). Wysoka warto$¢
parametru a* farszu z MDOM (L2) wskazywata na udziat L. brevis KL5 w procesach
barwotworczych zachodzacych w migsie. Moglo to by¢ zwigzane z mechanizmem
syntezy NO z L-argininy przez bakterie kwasu mlekowego. Wykazano, ze niektore
szczepy bakterii kwasu mlekowego wytwarzaja NO poprzez syntez¢ z L-argininy.
W przypadku bakterii tlenek azotu(Il) peni szereg istotnych funkcji — jest czasteczka
sygnatowa, aktywuje lub dezaktywuje enzymy. Mechanizm przeksztatcania L-argininy
w przemianach komorki bakteryjnej polega na utlenieniu z udziatem tlenu czasteczko-
wego grupy iminowej reszty guanidynowej L-argininy. Reakcja zachodzi dwuetapowo.
W pierwszym etapie L-arginina jest hydroksylowana z udziatem tlenu i koenzymu
(NADPH), nastgpnie powstaty zwigzek posredni utleniany jest do cytruliny i tlenku
azotu. Reakcja katalizowana jest przez kilka izoform enzymu syntazy tlenku azotu [6,
23, 49]. Niektore szczepy LAB wykazuja zdolno$¢ do przemiany formy barwnika
zMbFe® do MbFe®", co wplywa na zmiang barwy miesa surowego niepeklowanego
z bragzowej na jasnoczerwong [19, 50].

Najnizszy udziat sktadowych barw a* = 19,45 1 b* = §,38 oraz statystycznie istot-
nie (p < 0,05) najwyzsza warto$¢ parametru L* = 53,88 (opisujacego jasno$¢ wyrobu)
po 7 dniach przechowywania zaobserwowano w wariancie L1 z Lactobacillus planta-
rum SCH1. W farszach L1 i1 L3 po 4 dniach przechowywania jasno$¢ L* istotnie obni-
zyla si¢, a nastepnie po 7 dniach przechowywania istotnie wzrosta (p < 0,05) — tab. 2.

W badaniach wstepnych jakosci mikrobiologicznej MDOM wykazano, ze suro-
wiec nie spetniat kryterium wymaganego w normie PN-A-86522:1992 [26] pod wzglg-
dem zawartos$ci ogdlnej liczby drobnoustrojéw (6,30 log jtk/g) oraz obecnos$ci pateczek
z grupy coli (liczba Escherichia coli wynosita 2,04 log jtk/g). Norma dopuszczata
ogdlna liczbe drobnoustrojow na poziomie 1x10° jtk/g, a pateczki z grupy coli nieo-
becne w 0,001 g. W surowcu nie wykryto obecno$ci Salmonella spp. oraz Campylo-
bacter spp., a liczba gronkowcow koagulazo-dodatnich wynosita < 10 log jtk/g. Ponad-
to oznaczono liczbe Enterobacteriaceae na poziomie 3,83 log jtk/g. W badaniach
wstepnych oznaczono takze liczbe mezofilnych bakterii kwasu mlekowego, ktora wy-
nosita 4,18 log jtk/g.
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Tabela 2. Wartosci parametrow barwy L* a* b* farszow z MDOM po 1, 4 i 7 dniach przechowywania

Table2.  Values of L* a* b* colour parameters of MSPM forcemeat after 1, 4 and 7 days of storage
Parametr Proba / Sample Czas przechowywania [dni] / Storage time period [days]
Parameter n=15 1 4 7

K 51,827 + 0,68 51,86 + 0,96 51,59+ 0,79
L L1 53,95+ 1,17 52,64 + 1,27 53,88® + 1,02
L2 53,154 £ 1,25 52,36 + 0,96 53,114+ 1,27
L3 55,339 £ 0,77 51,98 + 1,49 53,16*8 + 0,72
K 18,384 £ 0,75 22,60° + 1,51 20,228 + 1,16
. L1 19,74%48 1+ 1,71 20,76" + 1,27 19,45 + 1,10
a
L2 20,394+ 1,20 20,874 £ 1,55 22,76 +1,37
L3 18,594 £ 1,23 21,498 + 1,39 20,71°8 £ 1,02
K 8,962 + 0,53 9,29°8 + 0,65 8,41° + 0,87
. L1 9,208+ 0,52 9,01° £ 0,92 8,384+ 0,81
L2 9,41*8 + 0,72 8,85 + 0,99 9,60°% + 0,66
L3 9,024 £ 0,92 9,524+ 0,53 9,06™ + 0,43

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

We wszystkich farszach z MDOM w czasie przechowywania obserwowano
wzrost ogélnej liczby drobnoustrojow. W przypadku wariantéw z dodatkiem bakterii
kwasu mlekowego ogolna liczba drobnoustrojow byta wyzsza z powodu wprowadze-
nia do farszow z MDOM szczepdéw LAB (tab. 3).

W farszach, do ktérych wprowadzono LAB (L1, L2, L3), liczba bakterii kwasu
mlekowego utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie w catym okresie przechowywa-
nia. Podczas przechowywania chlodniczego obserwowano stopniowe hamowanie
wzrostu E. coli w farszu L1 z Lactobacillus plantarum SCH1 (tab. 3).

Zastosowanie Lactobacillus plantarum SCH1 wptyngto réwniez hamujgco na
rozwdj Enterobacteriaceae po 4 dniach przechowywania. Istotnie najnizsza liczbe
Enterobacteriaceae (4,56 log jtk/g) po 4 dniach przechowywania stwierdzono w wa-
riancie L1, w ktérym zastosowano Lactobacillus plantarum SCHI1, natomiast w tym
samym czasie w wariancie kontrolnym oznaczono Enterobacteriaceae na poziomie
6,26 log jtk/g (tab. 3).

Mozna przypuszczaé, ze inhibitujgce dziatanie wzgledem niekorzystnej mikroflo-
ry bylo zwigzane z produkcja bakteriocyn (plantarycyny) i/lub innych metabolitow
uwalnianych poza komorke bakterii [13, 40]. Zrédto wyizolowania, jakim byto $rodo-
wisko migsne, prawdopodobnie miato wplyw na latwiejsza adaptacje Lactobacillus
plantarum SCH1 do warunkéw panujacych w farszu z MDOM w poréwnaniu ze
szczepem Lactobacillus plantarum S21 wyizolowanym z serwatki kwasowe;.
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Tabela 3. Jako$¢ mikrobiologiczna farszéw z MDOM po 1, 4 1 7 dniach chlodniczego przechowywania
Table 3.  Microbiological quality of stuffings with MSPM after 1, 4 and 7 days of cold storage
Proba Czas przechowywania [dni]
Parametr / Parameter Sample Storage time period [days]
n=15 1 4 7

Ogolna liczba drobnoustrojow w K 6,93 + 6,07 7,03 46,32 7,99 +7,05
temp. 30 °C [log jtk/g] L1 794" +£681 | 828%+700 | 841C+732
Total bacterial count at 30 °C L2 7,624 £ 6,74 8,01°% + 6,83 8,31+ 7,61
[log CFU/g] L3 740 +576 | 7.89®+642 | 827°C+7,06
Liczba mezofilnych bakterii K 4,26 3,00 4,07 £2.76 4,12" £3,46
fermentacji mlekowej [log jtk/g] L1 7,84 +£6,75 | 7,85%4£6,00 | 7,78*+6,79
Mesophilic lactic acid bacteria L2 7374 +5.76 7,45 £6,30 7,32% + 6,42
count [log CFU/g] L3 7265000 | 7282600 | 743 £6,18

Liczba Escherichia coli K 2,320+ 1,49 232+ 1,42 <1,00
[log jtk/g] Ll 228 +£1,30 | 2,10%£1,32 | 1,94"*+0,76
Escherichia coli count L2 2,038 £ 1,18 | 2,09°® + 1,40 1,85+ 1,30

[log CFU/g] L3 2,158+ 124 | 232°+1,00 < 1,00
Liczba Enterobacteriaceae K 3,94 +2,67 6,26 +5,18 6,61 + 5,75
[log jtk/g] L1 3,94% + 2,64 4,56 + 3,58 6,655 + 5,82
Enterobacteriaceae count L2 4294 +3 18 5,94% + 4 62 6,97°% + 588
[log CFU/g] L3 4,07° + 3,06 6,035 £ 4,76 6,63 £ 5,42

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

Rzepkowska 1 wsp. [39, 40], w badaniach metoda dyfuzyjno-krgzkowa na ptyt-
kach z selektywnym podlozem, obserwowali wysokg aktywno$¢ przeciwdrobnoustro-
jowa szczepow LAB (m.in. L. plantarum SCHI1 1 L. brevis KL5 oraz L. plantarum
S21) w stosunku do E. coli 1 Pseudomonas fluorescens. Aktywno$¢ przeciwdrobnou-
strojowa zastosowanych szczepow LAB potwierdzono w badaniach wlasnych na mo-
delowych farszach z MDOM w odniesieniu do E. coli. Po 7 dniach przechowywania
w ocenie technologicznej farszow z MDOM stwierdzono nieakceptowany zapach
$wiadczacy o zepsuciu surowca. Liczba bakterii E. coli w tym czasie byta najnizsza
w kazdym z wariantow w poréwnaniu do liczby tych bakterii po 1 i1 4 dniach przecho-
wywania. Zmiany liczby bakterii £. coli po 7 dniach przechowywania mogty by¢ spo-
wodowane zdominowaniem mikroflory farszow z MDOM przez inne drobnoustroje
obecne w farszach. Wskazywata na to wysoka ogolna liczba drobnoustrojow w tym
okresie przechowywania (tab. 3).

Trudno porownywac uzyskane wyniki jakosci mikrobiologicznej farszow z wy-
maganiami normy PN-A-86522:1992 [26], poniewaz nie przewidziano w niej zabez-
pieczenia surowca z zastosowaniem bioprotekcji, a wprowadzenie LAB do MDOM
spowodowato wzrost ogolnej liczby drobnoustrojéw. Po 7-dniowym okresie przecho-
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wywania we wszystkich wariantach z dodatkiem LAB ogoélna liczba drobnoustrojow
przekraczata granice dopuszczong w normie, a liczba E. coli wynosita 2,09 ~+
2,32 log jtk/g (tab. 3). W przypadku bakterii z grupy coli obserwowano stopniowa
redukcje liczby E. coli w farszu L1, niemniej nie zostalo spetnione kryterium zatozone
W normie.

Kolejnym etapem pracy bedzie przeprowadzenie badan w kierunku oceny przy-
datno$ci wybranych szczepoéw LAB w biokonserwacji farszow z MDOM peklowanych
z zastosowaniem obnizonej dawki azotanu(III) sodu.

Whioski

1. Zastosowanie szczepdw bakterii kwasu mlekowego w farszach z mi¢sa drobiowe-
go oddzielonego mechanicznie nie wptyneto negatywnie na ich przydatnosc¢ tech-
nologiczng.

2. Zaobserwowano pozytywny wptyw Lactobacillus brevis KL5 na ksztaltowanie
barwy surowych farszéw z MDOM.

3. Wykazano hamujacy wptyw Lactobacillus plantarum SCHI1 na bakterie E. coli
oraz Enterobacteriaceae w surowych farszach z MDOM po 4 dniach chtodniczego
przechowywania.

4. Przeprowadzone badania wskazuja, ze wybrane szczepy LAB wyizolowane z pro-
duktéw pochodzenia zwierzecego wptywaja hamujaco na wzrost drobnoustrojow
w MDOM.

Badania sfinansowano ze srodkow statutowych Instytutu Biotechnologii Przemy-
stu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dgbrowskiego w Warszawie.
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EFFECT OF SELECTED LACTIC ACID BACTERIA ON PHYSICOCHEMICAL
CHARACTERISTICS AND MICROBIOLOGICAL QUALITY OF MECHANICALLY
SEPARATED POULTRY MEAT

Summary

The objective of the research study was to assess the effect of selected lactic bacteria strains on the
technological usefulness and microbiological stability of mechanically separated poultry meat (MSPM).

The experimental material consisted of mechanically separated poultry meat (MSPM); to the MSPM
analysed, there were added three strains of lactic acid bacteria at a level of 10’ CFU/g (Lactobacillus
plantarum SCH1 and Lactobacillus brevis KLS isolated from raw ripened cured meat and Lactobacillus
plantarum S21 isolated from acid whey). The control variant did not contain any bacteria added. Force-
meats made of MSPM were stored under the refrigeration conditions and tested after 1, 4 and 7 days of
storage. The scope of the study included the determination of the following: total count of microorgan-
isms, count of mesophilic lactic bacteria, counts of Escherichia coli and Enterobacteriaceae, presence of
Salmonella spp., presence of Campylobacter spp. and count of coagulase-positive staphylococci; further-
more, the physicochemical characteristics were determined: pH and oxidation-reduction potential, content
of nitrate (III) and (V); the colour of the forcemeat was assessed using a CIE L*a*b* scale. The lactic acid
bacteria strains added to forcemeats made of mechanically separated chicken meat did not adversely affect
their technological suitability. A positive effect was reported of Lactobacillus brevis KL5 on the colour
development of raw forcemeats of MSPM. It was shown that Lactobacillus plantarum SCH1 had an inhib-
itory effect on E. coli and Enterobacteriaceae in raw forcemeats of MSPM after 4 days of refrigerated
storage. The research conducted makes it possible to conclude that the selected LAB strains isolated from
animal products inhibit the growth of microorganisms in MSPM.

Key words: mechanically separated poultry meat (MSPM), technological usefulness of MSPM, lactic acid
bacteria, microbiological quality of MSPM
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WPLYW SERWATKI KWASOWEJ NA JAKOSC FIZYKOCHEMICZNA
I STABILNOSC BARWY FERMENTOWANYCH
KIELBAS EKOLOGICZNYCH

Streszczenie

Celem pracy bylta ocena wptywu serwatki kwasowej na wybrane wlasciwosci fizykochemiczne i sta-
bilno$¢ barwy fermentowanej kietbasy wieprzowej po procesie dojrzewaniu oraz po 7 i 14 dniach chtodni-
czego przechowywania (4 °C).

Materiat do$wiadczalny stanowita kietbasa wieprzowa surowo dojrzewajaca z dodatkiem serwatki
kwasowej i soli morskiej. Przygotowano dwa warianty kielbas: probe kontrolng poddang peklowaniu oraz
probe z dodatkiem serwatki kwasowej 1 soli morskiej. Oceny dokonywano bezposrednio po procesie
dojrzewania oraz po 7 i 14 dniach chtodniczego przechowywania. W badaniach oznaczono wartos¢ pH,
potencjat oksydacyjno-redukcyjny (ORP), wskaznik TBARS, a takze parametry barwy w systemie CIE
L*a*b* po procesie dojrzewania (0) oraz po 7 i 14 dniach chtodniczego przechowywania.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze dodatek serwatki kwasowej wptynat istotnie na
wzrost kwasowosci kielbas podczas 14-dniowego chlodniczego przechowywania. Bardziej stabilnym
poziomem potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego charakteryzowata si¢ kietbasa kontrolna peklowana.
W badaniach nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomigdzy warto$ciami wskaznika TBARS
w czasie przechowywania kielbas z dodatkiem serwatki kwasowej, a srednia warto$¢ ksztattowala si¢ na
poziomie 0,937 mg MDA/kg. Nie wykazano istotnych réznic w zakresie parametrow barwy badanych
wyrobow. Kielbasa z dodatkiem serwatki kwasowej charakteryzowala si¢ zblizonymi warto$ciami para-
metrow barwy L*, a*, b*, a kielbasa peklowana — wigksza stabilnoscig barwy (AE*) podczas chtodniczego
przechowywania. Na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze mozliwe jest zastosowanie serwatki
kwasowej pochodzacej z wojewodztwa kujawsko-pomorskiego do produkeji kietbasy surowo dojrzewaja-
cej bez dodatku azotanu(III) sodu.

Stowa kluczowe: kietbasa surowo dojrzewajaca, serwatka kwasowa, barwa, TBARS
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Wprowadzenie

Przemiany spowodowane utlenianiem lipidow sg gtdéwng przyczyng niepozada-
nych zmian chemicznych i sensorycznych prowadzgcych do ograniczenia lub uniemoz-
liwienia dalszego przechowywania produktow migsnych. W efekcie powstajg pierwot-
ne 1 wtorne produkty przemian tluszczu wplywajace na pogorszenie cech
fizykochemicznych i waloréw sensorycznych produktu, a w konsekwencji na obnize-
nie jakoS$ci 1 bezpieczenstwa zdrowotnego wyrobu migsnego [10, 11]. Zastosowanie
azotanow (III) 1 (V) w produktach migsnych fermentowanych ma na celu dzialanie
ochronne poprzez hamowanie wzrostu i rozwoju patogennych mikroorganizméw, m.in.
Clostridium botulinum, Salmonella spp., Listeria monocytogenes. Przyczyniajg si¢
rowniez do rozwoju smaku fermentowanych produktow migsnych i tworzenia charak-
terystycznej czerwonej barwy. Ponadto azotan(IIl) sodu wykazuje wlasciwosci przeci-
wutleniajagce, opozniajace zmiany oksydacyjne podczas przechowywania [2, 11]. Nie-
zaleznie od korzySci wynikajacych ze stosowania azotanu(Ill) sodu, od dawna
wskazuje si¢ na potencjalne ryzyko zdrowotne wynikajgce ze stosowania tego sktadni-
ka, szczegodlne w aspekcie udziatu w tworzeniu rakotwoérczych nitrozoamin w produk-
tach migsnych i organizmie cztowieka [2, 11]. Rozwigzania legislacyjne w Unii Euro-
pejskiej zmierzaja do ograniczenia tego skladnika w produkcji wedlin, co
spowodowalo intensywne poszukiwanie substancji o podobnych wtasciwosciach funk-
cjonalnych [5, 6, 24]. Ograniczenie lub catkowite wyeliminowanie azotanu(Ill) sodu
z produkcji wyrobow migsnych bez wprowadzenia odpowiednich rozwigzan moze
mie¢ negatywny wplyw na jakos¢ i trwatos¢ produktow, dlatego podjeto probe wyko-
rzystania serwatki kwasowe;.

Serwatka jest produktem ubocznym powstajagcym podczas wytwarzania twarogu.
Powstaje w trakcie naturalnej fermentacji weglowodanow i kwasowej koagulacji bia-
tek mleka. Wystepuje w postaci zotto-zielonkawego ptynu. Serwatka zawiera amino-
kwasy o rozgat¢zionych tancuchach, biatka i peptydy (laktoalbuminy, glutation), lakto-
zg, szereg zwigzkow mineralnych, witaminy i $§ladowe ilosci tluszczu. Serwatka
kwasowa (pH 3,8 + 4,6) charakteryzuje si¢ duzym udziatem kwasu mlekowego (ok.
0,7 %). W procesie wytwarzania jednego kilograma twarogu otrzymuje si¢ ok. dzie-
wigciu litrow serwatki. Serwatka kwasowa jest zrédlem potencjalnie probiotycznych
bakterii kwasu mlekowego (Lactobacillus spp. i Bifidobacterium spp.) i wielu innych
cennych sktadnikow, ktore ksztattujg jej whasciwosci prozdrowotne [20, 25].

W dotychczas przeprowadzonych badaniach [13, 25, 27, 28] zaobserwowano po-
zytywny wptyw serwatki kwasowej na barwg oraz trwato$¢ mikrobiologiczng produk-
tow migsnych surowo dojrzewajacych z jej uzyciem, pochodzacej z regionow Podkar-
pacia oraz Lubelszczyzny. Wykazano réwniez korzystny wpltyw serwatki kwasowe;j
1 gorczycy na zmiany oksydacyjne tluszczu, whasciwosci fizykochemiczne, barwe oraz
cechy sensoryczne parzonych i fermentowanych kietbas [14, 27]. W dostepne;j literatu-
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rze publikowane sg dane potwierdzajace skutecznos¢ serwatki kwasowej jako sktadni-
ka wyrobow migsnych o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych, antybakteryjnych oraz
potencjalnie prozdrowotnych. Serwatka kwasowa pochodzaca z rdéznych regiondow
Polski moze r6zni¢ si¢ podstawowym sktadem oraz wlasciwosciami funkcjonalnymi ze
wzgledu na rozny sktad mleka [16, 18].

Celem pracy byto okreslenie wplywu zastosowania serwatki kwasowej pochodza-
cej z wojewddztwa kujawsko-pomorskiego do produkceji kietbasy surowo dojrzewaja-
cej na jakos¢ fizykochemiczng i parametry barwy w systemie CIE L*a*b* kietbas po
dojrzewaniu oraz podczas 14 dni chlodniczego przechowywania.

Materialy i metody badan

Surowiec do produkcji kietbas dojrzewajacych stanowito migso wieprzowe po-
chodzace z gospodarstwa ekologicznego w wojewodztwie kujawsko-pomorskim. Swi-
nie pochodzity z hodowli ekologicznej, z jednego miotu, chowane byly w jednako-
wych warunkach przez 8 miesiecy do uzyskania masy przyzyciowej ok. 120 + 130 kg.
Serwatke kwasowa otrzymano z produkcji ekologicznych serow twarogowych.

Materiat doswiadczalny stanowila kietbasa surowo dojrzewajaca, w ktorej sktad
wchodzito 50 % migsa kl. Ila i 50 % migsa kl. IIb. Mieso poddawano soleniu lub pe-
klowaniu metoda ,,na sucho” 24 h od uboju. Do solenia jednej czgsci migsa uzywano
1,8 % soli morskiej (o zawartosci 99,7 % NaCl) w stosunku do masy surowca, nie sto-
sowano azotanéw. Drugg cze$¢ migsa traktowano peklosola (o zawartosci 99,5 % NaCl
10,5 % azotanu(Ill) sodu) takze w ilosci 1,8 %. Oba zabiegi prowadzono w temp. 2 °C
przez 48 h. Nastepnie dodawano glukoze — 0,5 %, serwatke kwasowa lub wodg —
1,3 % oraz przyprawy (pieprz, czosnek, majeranek) — 0,1 %. Wielkos¢ dodatku ser-
watki kwasowej ustalono na podstawie wstepnych badan modelowych przeprowadzo-
nych w skali pottechnicznej (niepublikowane wyniki badan). Przygotowano dwa wa-
rianty kietbas (tab. 1): probe kontrolng peklowana (C) oraz probeg z serwatka kwasowa
i solg morska (AW). Przygotowane probki poddawano trzytygodniowemu dojrzewaniu
w temp. 16 + 18 °C i wilgotnosci 70 + 80 %. Podczas dojrzewania kietbasy wedzono
zimnym dymem (30 °C/30 min). Wyroby analizowano bezposrednio po dojrzewaniu
oraz po 7 i 14 dniach chtodniczego przechowywania (4 °C) w warunkach prozniowych.
Wykonano dwie serie produktow, kazdy wyr6znik analizowano w co najmniej dwoch
powtdrzeniach.

W kietbasach surowo dojrzewajacych oznaczano:

— potencjat oksydacyjno-redukcyjny (ORP) — okreslano przy uzyciu elektrody InLab
Redox Pro z zastosowaniem cyfrowego pH-konduktometru (Mettler, Toledo Seven
Compact S220, Greifensee, Szwajcaria) metodg opisang przez Ahn i wsp. [1];
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Tabela 1.  Warianty doswiadczalne kietbas surowo dojrzewajacych
Table 1.  Experimental variants of raw-ripening sausages
, Mleszgnka S6l morska Glukoza Serwatka Woda Przyprawy
Proba peklujaca kwasowa .
. Sea salt Glucose . Water Spices
Sample | Curing salt Acid whey
0 [%0] [%0] 0 [%0] [%0]
[%] [%]
C 1,8 - 0,5 - 1,3 0,1
AW - 1,8 0,5 1,3 - 0,1

Objasnienia / Explanatory notes:
C — proba kontrolna z peklosola / control sample with curing salt, AW — proba z serwatka kwasowa /
sample with acid whey.

— kwasowo$¢ 0golng — zgodnie z PN [22] pomiar wykonywano przy uzyciu pH-metru
cyfrowego (Mettler, Toledo, Greifensee, Szwajcaria) i elektrody InLab Cool (Met-
tler, Toledo Seven Compact S220, Greifensee, Szwajcaria) w wyciaggu wodnym
produktu; — wskaznik TBARS oznaczano metoda podang przez Pikula i wsp. [21];

— parametry barwy w systemie CIE L*a*b* mierzono przy uzyciu spektrofotometru
Chroma-Meter serii CR-300 (Minolta, Japonia). Oznaczenie wykonywano przy
$wietle rozproszonym pod katem 0° i $rednicy przestony 8 mm. Kalibracj¢ spektro-
fotometru przeprowadzono na wzorcu bieli, ktorego parametry stanowig punkt od-
niesienia wszystkich dokonywanych analiz. Na podstawie zmierzonych wartosci
parametréw L* a* b* poszczegdlnych probek obliczano ich catkowita zmiang
zgodnie z rownaniem: AE* = [(AL*)* + (Aa*)* + (Ab*)*]*’ wzgledem proby odnie-
sienia (wyroby przed przechowywaniem), gdzie: AL* — rdznica jasno$ci barwy, Aa*
— roznica sktadowych czerwonych i Ab* — roznica sktadowych zottych barwy wy-
roboéw przed przechowywaniem i po przechowywaniu.

Otrzymane wyniki poddano statystycznej analizie wariancji (ANOVA) — wyko-
nano dwie niezalezne jednoczynnikowe analizy wariancji. Istotno$¢ réznic pomigdzy
warto$ciami srednimi weryfikowano testem Tukeya przy p < 0,05, p< 0,01, p<0,001.

Wiyniki i dyskusja

Stwierdzono statystycznie istotny wptyw serwatki kwasowej na kwasowos¢ kiet-
bas surowo dojrzewajacych (rys. 1). Kietbasa z dodatkiem serwatki kwasowej charak-
teryzowala si¢ istotnie nizszg wartoscig pH (4,89) w porownaniu z kietbasg peklowang
(5,09). Po 7 dniach chtodniczego przechowywania wyzsza kwasowo$cig charaktery-
zowaly si¢ probki z serwatkg kwasowg (4,77) w pordwnaniu z prébkami peklowanymi
(4,91). Obnizenie wartosci pH w produktach migsnych poddanych fermentacji mleko-
wej w pierwszych tygodniach przechowywania jest naturalnym zjawiskiem, ktére od-
notowano takze w innych badaniach [3, 29]. Wzrost kwasowosci jest uzalezniony od
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Objasnienia / Explanatory notes:

C — proba kontrolna peklowana / control cured sample; AW — proba z serwatka kwasowa / sample with
acid whey. Na rysunku przedstawiono wartosci $rednie (w postaci stupkow) i odchylenia standardowe
(w postaci odcinkéw) / Figure shows mean values (bars) and standard deviations (line segments); a, b (A,
B, C) — wartosci $rednie oznaczone ta sama mala litera w obrgbie probek o tym samym czasie przecho-
wywania i duzymi literami w obrebie tej samej probki w réznym czasie przechowywania nie roznia si¢
statystycznie istotnie (p > 0,05) / Mean values denoted by the same lowercase and referring to samples of
the same storage time and by capital letters and referring to the same sample stored during different stora-
ge time periods are not significantly different (p > 0.05). Wartosci $rednie oznaczone asteryskiem w obre-
bie proby roznig si¢ statystycznie istotnie: * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001 / Mean values
denoted by asterisks and referring to the same sample differ statistically significantly: * — p < 0.05;
** —p <0.01; *** —p <0.001; N.S. — réznice statystycznie nieistotne / statistically insignificant differen-
ces;n=4.

Rys. 1. Wartosci pH kielbas surowo dojrzewajacych bezposrednio po dojrzewaniu oraz po 7 i 14 dniach
chtodniczego przechowywania

Fig. 1. pH value of dry-fermented sausage as analyzed immediately after ripening and after 7 and 14
days of refrigerated storage

dynamiki zmian procesu fermentacji oraz nagromadzenia si¢ w produkcie zwigzkow
zakwaszajacych (kwas mlekowy, octowy i inne). Rzepkowska i wsp. [25] zaobserwo-
wali, Zze tradycyjnie otrzymywana serwatka kwasowa jest potencjalnym zrodtem kultur
starterowych. Wymienieni autorzy wykazali ze, serwatka kwasowa pochodzaca z Pod-
karpacia charakteryzowala si¢ duzg zawartoscig LAB (Lb. fermentum sp. i Lb. planta-
rum). W niniejszych badaniach po czternastu dniach chlodniczego przechowywania
nastgpit wzrost wartosci pH w badanych kietbasach. Najwyzsza warto$¢ pH po 14
dniach przechowywania zaobserwowano w kietbasie kontrolnej peklowanej (4,85),
natomiast najnizszg — w probkach z serwatka kwasowg (4,97).Wzrost wartosci pH po
14 dniach przechowywania moze wynika¢ z rozktadu substancji bialkowych na skutek
aktywnosci enzymoéw wiasnych migsa oraz enzymow pochodzenia bakteryjnego. Pep-
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tydy, aminokwasy i aminy powstajace z degradacji proteolitycznej biatek mogg dziatac
jako $rodek buforujacy dla powstajacych kwasdéw organicznych wytwarzanych przez
bakterie kwasu mlekowego podczas dojrzewania i chtodniczego przechowywania [17,
23]. W czasie catego okresu przechowywania proba AW charakteryzowata statystycz-
nie istotnie nizsza (p < 0,001) wartos$cia pH w poréwnaniu z proba kontrolng peklowa-
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig.1.

Rys. 2. Potencjal oksydacyjno-redukeyjny kietbas surowo dojrzewajacych bezposrednio po dojrzewaniu
oraz po 7 i 14 dniach chtodniczego przechowywania

Fig. 2. Oxidation-reduction potential of dry-fermented sausage as analysed immediately after ripening
and after 7 and 14 days of refrigerated storage

Procesy oksydacyjne w migsie rozpoczynaja si¢ juz po uboju zwierzat, a ich in-
tensywnos$¢ wzrasta w czasie przetwarzania surowca migsnego i przechowywania pro-
duktu gotowego. Zaréwno pierwotne, jak i wtorne produkty utleniania thuszczu sg bar-
dzo reaktywne i fatwo wchodza w reakcje ze sktadnikami Zzywnos$ci, wptywajac na
pogorszenie cech fizykochemicznych i waloréw sensorycznych produktu [1, 10, 11].
Bezposrednio po dojrzewaniu wyrobow proba AW osiagneta istotnie (p < 0,001) wyz-
szg warto$¢ potencjatlu redox (340,73 mV) w poréwnaniu z probg kontrolng
(287,20 mV). Po 7 dniach chlodniczego przechowywania stwierdzono istotny wzrost
wartoséci potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego wszystkich badanych kietbas. Obser-
wowano istotnie nizszg warto$¢ potencjatu redox w prébie C (312,17 mV) w poréwna-
niu z probg z serwatkg kwasowa (396,57 mV). Wykazano, ze serwatka kwasowa wy-
wierala statystycznie istotny (p < 0,001) wptyw na zmiany potencjatu oksydacyjno-
redukcyjnego w kietbasach surowo dojrzewajacych. Istotny wzrost wartosci potencjatu
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redox po 7 dniach chtodniczego przechowywania w probie AW mogt wynikac z obec-
nosci H,O, (rys. 2). Mogt on powsta¢ na skutek dziatalnosci mikroflory migsa i ser-
watki, a nastgpnie sta¢ si¢ katalizatorem reakcji oksydacji. Wzrost reakcji utleniajacych
moze rowniez wynika¢ z utleniajgcego oddziatywania soli morskiej na sktadniki migsa,
co jest potwierdzeniem wynikow innych autoréw [26].

Po przeanalizowaniu wartosci wskaznika TBARS kietbas wykazano statystycznie
istotny wplyw zastosowania serwatki kwasowej na uzyskane wartosci (rys. 3). Warto$¢
wskaznika TBARS préby z dodatkiem serwatki (AW) w czasie catego okresu prze-
chowywania ksztattowat si¢ na wyzszym poziomie (odpowiednio: 0,964, 0,913 1 0,941
mg MDA/kg) w poréwnaniu z probg kontrolng peklowang (odpowiednio: 0,877, 0,835
1 0,710 mg MDA/kg ). Nizsze wartosci wskaznika TBARS proby kontrolnej peklowa-
nej potwierdzaja wlasciwosci przeciwutleniajagce azotandw(Ill) w produkcie [15, 27,
28]. Azotan(III) jest dodatkiem uzywanym w przemysle migsnym, spelniajacym szereg
waznych aspektow technologicznych, zapewniajacym odpowiednig barwe produktow,
smak ale réwniez jego bezpieczenstwo. Trudno znalez¢ pojedynczy zwigzek, ktory
spehialby tyle funkcji. Sg jednak metody, ktore pozwalajg na osigganie podobnych
skutkow takie jak np. zastosowanie serwatki kwasowej i naturalnych przeciwutleniaczy
ro$linnych [14, 28]. Jednak wazne jest wyjasnienie mechanizmow i skutkéw utleniania
lipidow z uzyciem kwasnej serwatki w produktach migsnych. Kietbasa z serwatka
kwasowa charakteryzowata si¢ najbardziej stabilng wartoscig wskaznika TBARS pod-
czas chlodniczego przechowywania — $rednio ok. 0,937 mg MDA/kg. Wskaznik
TBARS w czasie chtodniczego przechowywania nie przekraczat wartosci 0,960 mg
MDA/kg i wskazywala na wysoka jako$¢ badanych kietbas.

Karwowska i Kononiuk [13] oraz Karwowska i wsp. [14] badali produkty miesne
surowo dojrzewajace z uzyciem serwatki kwasowej 1 rowniez wykazali wyzsze warto-
$ci wspotczynnika TBARS bezposrednio po procesie dojrzewania (do ok. 2 mg
MDA/kg). Kontrolowane zmiany oksydacyjne w produktach surowo dojrzewajacych
moga wplywa¢ pozytywnie na tworzenie odpowiedniego bukietu smakowo-
zapachowego akceptowanego przez konsumentow. Lorenzo i wsp. [17] oraz Qingfeng
1 wsp. [23] zaobserwowali, ze czas przechowywania produktow surowo dojrzewaja-
cych ma istotny wplyw na zachodzace w nich zmiany oksydacyjne. W pierwszych
dwdch miesigcach przechowywania zaobserwowano wzrost wartosci wskaznika
TBARS wynikajacy z nagromadzenia produktéw degradacji ttuszczu. W kolejnych
miesigcach obserwowali zmniejszenie wartosci tego wskaznika, co moglo by¢ spowo-
dowane tworzeniem statych komplekséw z innymi sktadnikami produktu, np. z amino-
kwasami, cukrami i in. [17, 23].
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Rys. 3. Wskaznik TBARS kietbas surowo dojrzewajacych bezposrednio po dojrzewaniu oraz po 7 i 14
dniach chtodniczego przechowywania

Fig. 3. TBARS value of dry-fermented sausage as analysed immediately after ripening and after 7 and
14 days of refrigerated storage

Autooksydacja lipidow migsa i produktow migsnych ma niekorzystny wptyw na
ich barwe, ktora jest jednym z najwazniejszych wyroznikéw jakosci migsa i wyrobow
migsnych. Jesli barwa produktow migsnych nie bedzie akceptowana przez nabywce,
wszystkie pozostate cechy jakosciowe oceniane wzrokowo stracg znaczenie [7, 15].
W subiektywnej ocenie barwy wyrobow migsnych najwigksze znaczenie przypisuje si¢
jej jasnosci. Jasna barwa utozsamiana jest zwykle ze §wiezo$cig, natomiast ciemna
budzi watpliwosci co do jakosci produktu i zmniejsza jego pozadalnos¢ [4, §].

W kietbasach bezposrednio po dojrzewaniu nie wykazano statystycznie istotnych
réznic parametrow barwy migdzy badanymi préobami (tab. 2). Najwyzsza jasno$cia
barwy — L* po dojrzewaniu oraz po 7 dniach chtodniczego przechowywania charakte-
ryzowata si¢ proba AW (odpowiednio: 52,79 1 53,89), nizszg za$ stwierdzono w probie
C (odpowiednio: 52,03 i 53,29). Nie wykazano statystycznie istotnych réznic wartosci
sktadowej L* pomigdzy probami wyrobow migsnych podczas chtodniczego przecho-
wywania. Zaobserwowano, ze wartos¢ parametru L* kietbas podczas przechowywania
ulegta wzrostowi w obu probach, przejawiajgc si¢ rozjasnieniem barwy. Po 14 dniach
chlodniczego przechowywania stwierdzono istotny wzrost (p < 0,001) wartosci para-
metru L* w badanych kietbasach: o 5,4 jednostki w probie AW i 7,3 jednostki w pro-
bie C. Po 14 dniach przechowywania wyrobow najwyzsza wartos$¢ jasnosci osiaggneta
proba kontrolna C (60,59), nizszg za$ — proba AW (59,31). Fernandez-Lopez i wsp. [9]
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wykazali, ze peroksydacja lipidow wplywa na jasno$¢ barwy w migsie, powodujac
obnizenie jej warto$ci w wyrobie. Nam i Ahn [19] réwniez wykazali, ze niski poziom
potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego wpltywa na wigksze zachowanie pozadanej bar-
wy migsa. Podobne tendencje zaobserwowano w badaniach wtasnych, co skutkowato
stwierdzeniem, ze stabilny potencjal redox oraz niski wskaznik TBARS w probie C
wptywaly korzystnie na wartos$ci parametru L* barwy kielbas.

Tabela 2.  Wartosci parametrow barwy L*, a*, b* kietbas surowo dojrzewajacych bezposrednio po doj-
rzewaniu oraz po 7 i 14 dniach chtodniczego przechowywania
Table2. L* a* b* values of raw-ripening pork sausage after ripening (0), 7 and 14 days cold storage

Czas przechowywania [dni] Proba / Sample

Storage time [days] C AW
52,03* + 2,46 52,79 + 2,34
L* 7 53,29 + 2,02 53,894 + 0,74
14 60,59 + 1,74 59,31°8 +2,08
10,23 + 1,07 11,974 + 1,55
a* 7 11,43*+ 1,03 11,52**+ 0,90
14 10,64 + 0,82 10,984 + 0,71
10,0174 + 3,22 8,95% + 1,20
b* 7 8,314+ 1,38 8,57 + 0,64
14 8,614 +0,78 8,02% + 0,42

AE* 6,65 8,68

Objasnienia / Explanatory notes:

C — proba kontrolna peklowana / control cured sample, AW — proba z serwatka kwasowa / sample with
acid whey. W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values
+ standard deviations; n = 6. Wartosci $rednie oznaczone ta samg malg litera w obrgbie probek w tym
samym czasie przechowywania i duza litera w obrgbie tej samej probki w réznym czasie przechowywania
nie roznig si¢ statystycznie istotnie (p > 0,05) 0.05 / Mean values denoted by the same lowercase and
referring to the samples of the same storage time and by capital letters and referring to the same sample
stored during different storage time periods are not significantly different (p > 0.05).

Nie wykazano statystycznie istotnych roéznic pomig¢dzy warto$ciami parametru a*
(okreslajacego udzial barwy czerwonej) uzyskanymi w poszczegdlnych probach
w ciggu 14 dni chlodniczego przechowywania (tab. 2). Najnizszy udziat barwy czer-
wonej bezposrednio po dojrzewaniu zanotowano w kietbasie kontrolnej peklowanej
(10,23), wyzszy natomiast w probie AW (11,97). Najnizszg wartos¢ sktadowej a* po 7
dniach chlodniczego przechowywania zanotowano w probie kontrolnej peklowanej
(11,43), wyzsza za§ — w probie AW (11,52). Wzrost wartosci sktadowej czerwonej po
7 dniach chlodniczego przechowywania w probie C moze by¢ przypisana wzrostowi
zawarto$ci powstatej nitrozylomioglobiny, ktéra odpowiada za charakterystyczng
czerwong barwe mig¢sa. Obnizenie warto$ci parametru a* w probie AW po 7 dniach
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chlodniczego przechowywania moze by¢ wynikiem dziatania kwasu mlekowego na
roézne stadia mioglobiny, ktory moze cze$ciowo lub catkowicie denaturowaé barwniki
hemowe. Obnizenie to moze rowniez wynika¢ ze zmniejszenia zawartoSci nitrozylo-
mioglobiny spowodowanego wyczerpaniem si¢ resztkowej zawartosci azotanow (I11)
1 (V).

Nie stwierdzono statystycznie istotnego (p < 0,05) wplywu zastosowania serwatki
kwasowej na zmiany parametru b*, okreslajacego udziat barwy zottej, bezposrednio po
dojrzewaniu oraz po 7 i 14 dniach chlodniczego przechowywania wyrobow. Kielbasa
kontrolna peklowana charakteryzowata si¢ nieistotnie wyzszymi (p > 0,05) wartoscia-
mi parametru b* w poréwnaniu z wartosciami tego parametru kietbasy AW, zar6wno
po produkc;ji (10,01), jak i po 14 dniach chtodniczego przechowywania (8,61). Najniz-
sza warto$¢ sktadowej zottej po produkcji, jak i po 14 dniach chtodniczego przecho-
wywania odnotowano w przypadku proby AW (odpowiednio: 8,95; 8,02). Zaobser-
wowano, ze warto$¢ parametru b* barwy w probie AW systematycznie zmniejszata si¢
podczas chlodniczego przechowywaniu wyrobow. Johansson i wsp. [12] zauwazyli, ze
obnizenie wartosci parametru b* moze by¢ spowodowane zmniejszeniem ilosci oksy-
mioglobiny w wyniku wzrostu bakterii zuzywajacych tlen podczas dojrzewania wyro-
boéw. W badaniach wlasnych wyzsza intensywnos¢ barwy zottej (o 0,59) w koncowym
okresie badawczym (po 14 dniach) osiggneta proba C (8,61) w poroéwnaniu z probg
AW.

Wartosci parametru AE* barwy $wiadczacego o stabilnosci barwy produktu pod-
czas przechowywania przedstawiono w tab. 2. Po przeanalizowaniu wartosci AE*
stwierdzono wptyw serwatki kwasowej na trwato$¢ barwy. Wykazano najwicksza
zmian¢ parametru AE* barwy po 14 dniach chtodniczego przechowywania w probie
AW (8,68). Najbardziej stabilng barwa podczas przechowywania wyrobéw odznaczata
si¢ proba kontrolna peklowana, ktorej wartos¢ AE* ksztaltowala si¢ na poziomie 6,65.
Swiadczy to o zahamowaniu zmian barwy w probie C oraz wyzszej jej trwatosci. Moz-
na przypuszczac, ze zmiany barwy wynikaly z przemian barwnikow hemowych, gtow-
nie mioglobiny odpowiedzialnej za dominujgcg barwg czerwona. Nizsze wartosci pa-
rametru AE* mozna réwniez wigza¢ ze zmniejszeniem zdolno$ci wyrobow do
utleniania. Przypuszcza si¢, ze nizsze wartos$ci potencjalu oksydacyjno-redukcyjnego
mogly spowodowaé mniejsze zmiany barwy wyrobow.

Whioski

1. Dodatek serwatki kwasowej miat wptyw na zwigkszenie kwasowosci kietbas su-
rowo dojrzewajacych w porownaniu z kietbasg kontrolng peklowana.

2. Wyzsza stabilnoscig oksydacyjng charakteryzowaly si¢ kietbasy peklowane.

3. Nie stwierdzono istotnych zmian parametréw barwy wyprodukowanych kietbas.
Kietbasa kontrolna charakteryzowala si¢ zblizonymi parametrami barwy do wyro-
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bu z dodatkiem serwatki kwasowej, przy czym kietbasa kontrolna peklowana cha-
rakteryzowata si¢ wigksza stabilno$cig barwy (AE*) podczas chlodniczego prze-
chowywania.

Wykazano, ze mozliwe jest zastosowanie serwatki kwasowej pochodzacej z woje-
wodztwa kujawsko-pomorskiego do produkcji kietbasy surowo dojrzewajacej bez
dodatku azotanu(III) sodu.

Badania wykonano w ramach projektu badawczego Nr: HOR.re.027.27.2017
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EFFECTS OF ACID WHEY ON PHYSICOCHEMICAL QUALITY AND COLOUR STABILITY
OF FERMENTED ORGANIC SAUSAGE

Summary

The objective of the research study performed was to assess the effect of acid whey on the selected
physicochemical properties and colour stability of the fermented pork sausage after ripening and after 7
and 14 days of refrigerated storage (4 °C).

The research material consisted of the ripening pork sausages with acid whey and sea salt added. Two
variants of sausages were prepared: a cured control sample and a sample with acid whey and sea salt
added. The assessment was performed immediately after ripening and after 7 and 14 days of refrigerated
storage. During the tests, the following was determined: pH value, oxidation-reduction potential (ORP),
TBARS index, and colour parameters in the CIE L * a * b * system after the ripening process (0) and after
7 and 14 days of refrigerated storage.
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During the research study conducted, it was found that the acid whey added significantly affected the
increase in the acidity of sausages during the 14-day refrigerated storage. The cured control sample was
characterised by a more stable level of oxidation and reduction potential. The studies did not show any
significant differences in the TBARS index during the storage of sausages with the acid whey added, and
the mean value was about 0.937 mg MDA/kg. No significant differences were reported in the colour pa-
rameters of the products tested. The sausages with the acidic whey added had the similar values of the
L *a *b * colour parameters; however, the cured sausage was characterised by a higher colour stability
(AE *) during the cold storage. Based on the results obtained, it has been concluded that it is possible to
use acid whey derived from the Kuyavian-Pomeranian Voivodeship to produce the raw-ripening sausage
without adding sodium nitrate(III).

Key words: raw-ripening sausage, acid whey, colour, TBARS
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WPLYW WYBRANYCH SKEADNIKOW ZYWNOSCI NA ZACHOWANIE
ZYWOTNOSCI BAKTERII LACTOBACILLUS SPP. W PRZEWODZIE
POKARMOWYM - BADANIA IN VITRO

Streszczenie

Celem badan byta ocena przezywalnosci wybranych szczepow bakterii Lactobacillus wyizolowanych
z sera oscypkowego i korycinskiego w warunkach in vitro modelu przewodu pokarmowego w zaleznosci
od zastosowanych dodatkow zywno$ciowych. Zakres prac obejmowal oceng przezywalnosci bakterii po 2
i 5 h inkubacji w modelowym uktadzie symulujacym pasaz zotadkowo-jelitowy w zaleznosci od zastoso-
wanego dodatku ochronnego: mleka UHT (o zawartosci ttuszczu 3,2 %), Smietanki (o zawartosci thuszczu
36 %), a takze 10-procentowych roztworéw inuliny i oligofruktozy. Wykazano, ze badane szczepy byty
oporne na sok zotadkowy o pH = 2,5, natomiast model soku zotadkowego o pH = 2 powodowal zmniej-
szenie zywotnosci bakterii $rednio o ok. 5 rzedow logarytmicznych po 2 h inkubacji. Mleko UHT wykaza-
o nieznaczne dzialanie ochronne na przezywalno$¢ komorek bakterii, poréwnywalne do inuliny i oligo-
fruktozy w $rodowisku obnizonego pH, przy zastosowanej metodzie badawczej. Istotny efekt ochronny na
przezywalno$¢ komorek bakterii badanych szczepow stwierdzono natomiast w przypadku zastosowania
$mietanki, co najprawdopodobniej ma zwiazek z wigksza zawarto$cig tluszczu w poréwnaniu z jego za-
warto$ciag w mleku. Badane szczepy Lb. plantarum (Korl oraz Osl) wyizolowane z zywnosci charaktery-
zowaly si¢ podobnymi whasciwosciami jak szczep referencyjny Lb. plantarum 299v, co $wiadczyé moze o
potencjalnych wilasciwosciach probiotycznych w tym zakresie. Przeprowadzone badania wskazuja na
zasadno$¢ dalszych badan potwierdzajacych probiotyczne wiasciwosci i potencjalne zastosowanie jako
probiotykow bakterii wyizolowanych z zywnosci fermentowane;.

Stowa kluczowe: probiotyki, Lactobacillus, badania in vitro, przewod pokarmowy, przezywalno$¢

Wprowadzenie

Sprawnie dziatajacy ekosystem jelitowy, tzw. mikrobiota (sktad ilosciowy i jako-
sciowy rdéznych mikroorganizméw) ma duzy wplyw na zachowanie zdrowia czlowie-

Drinz. D. Zielinska, dr inz. A. Szydtowska, dr inz. A. Lepecka, prof. dr hab. D. Kolozyn-Krajewska, Ka-
tedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsump-
¢ji, Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 War-
szawa. Kontakt: dorota_zielinska@sggw.pl
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ka. Mikrobiota jelit cztlowieka jest najbardziej zrdéznicowanym gatunkowo ekosyste-
mem na ziemi (100 - 1000 gatunkéw). Ze wzgledu na rosngca Swiadomos$¢ roli uktadu
mikrobioty jelitowej dla zachowania zdrowia czlowicka od ponad 20 lat na catym
swiecie prowadzone sg prace badawcze zwigzane z mozliwo$ciami pozytywnej mody-
fikacji lub wzbogacenia mikrobioty cztowieka. Duze nadzieje wigze si¢ z zastosowa-
niem probiotykdéw i prebiotykow [14].

Najczesciej spotykanymi rodzajami probiotykow sg Bifidobacterium spp. i Lacto-
bacillus spp. Za probiotyczne uwazane sg takze wybrane szczepy drozdzy Saccharo-
myces boulardii. Mikroorganizmy, aby moglty zosta¢ zaklasyfikowane do szczepow
probiotycznych, powinny zosta¢ precyzyjnie zdefiniowane poprzez okreslenie odpo-
wiednich kryteriow dotyczacych bezpieczenstwa stosowania, cech funkcjonalnych oraz
technologicznych. Mikroorganizmy — kandydaci do miana ,,probiotyku” — muszg spet-
ni¢ trzy kluczowe wymagania: (1) muszg by¢ zywe w momencie podania i muszg by¢
mikroorganizmami, (2) musza by¢ podane w dawce wystarczajaco wysokiej, aby wy-
wola¢ efekt prozdrowotny, (3) musza wywiera¢ korzystny wptyw na gospodarza [6,
23]. Do niedawna szczepy bakterii probiotycznych izolowano jedynie z przewodu po-
karmowego zdrowych ludzi. W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie nowymi szcze-
pami, wyizolowanymi z innych, niekonwencjonalnych zrodet, ktore takze sg w stanie
przetrwa¢ trudne warunki panujgce w przewodzie pokarmowym cztowieka [25].
Wsrod najtrudniejszych barier do pokonania podczas trawienia pokarmu wyrdznia si¢
niskie wartosci pH panujace w Zotadku, aktywno$¢ enzymow trawiennych, a takze
obecno$¢ soli kwasow zotciowych [3, 13, 22]. Czynnikami, ktore mogg wptywac
ochronnie na przezywalno$¢ bakterii sg sktadniki zywno$ci, w tym prebiotyki, czyli
sktadniki pokarmowe niezdolne do zycia, wywierajace pozytywny wptyw na zdrowie
gospodarza, zwazywszy na modulacj¢ zespotu mikroorganizméw w jelicie [7]. Prebio-
tyki nie sg trawione przez enzymy endogenne przewodu pokarmowego czlowieka,
trafiajg w stanie nienaruszonym do okr¢znicy, gdzie ulegajg fermentacji, stanowigc
pozywke dla mikroorganizmow probiotycznych. Ponadto prebiotyki sa rozktadane
przez bakterie sacharolityczne obecne w dolnym odcinku przewodu pokarmowego
1 majg zdolno$¢ stymulacji ich wzrostu. Inulina i oligofruktoza sa najczesciej stosowa-
nymi i najbardziej efektywnymi prebiotykami [17].

Celem pracy bylta ocena przezywalnosci wybranych szczepow bakterii Lactoba-
cillus plantarum wyizolowanych z oscypka i sera korycinskiego w warunkach in vitro
modelu przewodu pokarmowego, w zaleznos$ci od zastosowanych dodatkéw zywno-
Sciowych, w tym prebiotykow.

Material i metody badan

Materialem do badan byly trzy szczepy bakterii fermentacji mlekowej gatunku
Lactobacillus plantarum, ktore zostaly wyizolowane z seréw: oscypka (szczep Osl)
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1 korycinskiego (szczep Korl) [20] oraz referencyjny szczep Lactobacillus plantarum
299v o potwierdzonych klinicznie wtasciwosciach probiotycznych. Bakterie Lactoba-
cillus hodowano na podlozu MRS (LabM, Wielka Brytania) i okreslano ich liczbg
zgodnie z PN-ISO 15214:2002 [21]. Model trawienny in vitro symulujacy pasaz zotad-
kowo-jelitowy wykonano z dwoch roztworéow sokow trawiennych, ktére stosowano
sekwencyjnie. Czas trwania trawienia w soku zotadkowym wynosit 2 h, a w soku jeli-
towym — 3 h, w temp. 37 °C [22]. Skiad sokéw zoladkowego i jelitowego podano
w tab. 1.

Tabela 1. Sktadniki sokdéw zotadkowego i jelitowego uzytych w badaniu
Table 1.  Composition of gastric and intestinal juices used in experiment

Rodzaj soku / Type of juice Sktad soku / Composition of juice

Sok zotadkowy / Gastric juice 0,5-procentowy roztwor NaCl / 0.5 % NacCl solution
Lizozym (1 g/l) / Lisozyme (1 g/1)

Pepsyna (0,3 g/1) / Pepsin (0.3 g/1)

5 M HCI (w celu uzyskania whasciwego pH 2,5 lub 2,0)
5 M HCI (in order to obtain proper pH of 2.5 or of 2.0)
Sok jelitowy / Intestinal juice Roztwor NaHCO; (6,4 g/l) / NaHCO; (6.4 g/1) solution
KCI1 (0,239 g/1) / KCI (0.239 g/1)

NaCl (1,28 g/) / NaCl (1.28 g/l)

Pankreatyna (1 g/l) / Pancreatin (1 g/l)

761 wotowa (0,3 %) / Bovine bile (0.3 %)

Wszystkie odczynniki pochodzity z firmy Sigma Aldrich, Polska / All chemicals were from Sigma Aldrich
Co, Poland.

W badaniach uwzgledniono sze$¢ wariantoéw doswiadczalnych:
1. Warunki standardowe — pH soku zotagdkowego wynosito 2,5.
2. Warunki standardowe — pH soku zotgdkowego obnizono do wartosci 2,0.
3. Warunki standardowe (2) — z dodatkiem czynnika ochronnego w postaci mleka
UHT 3,2 % (Mlekovita, Polska).
4. Warunki standardowe (2) — z dodatkiem czynnika ochronnego w postaci $mietanki
UHT 36 % (Mlekovita, Polska).

5. Warunki standardowe (2) — z dodatkiem czynnika ochronnego w postaci
10-procentowego roztworu inuliny (Frutafit, Sensus, Holandia).
6. Warunki standardowe (2) — z dodatkiem czynnika ochronnego w postaci

10-procentowego roztworu oligofruktozy (Raftilose P95, Orafti, Belgia).

Kazdorazowo po 1 ml hodowli Lactobacillus (ggstos¢ populacji ok.
1 x 10 jtk/ml) odwirowywano (6000 x g, 10 min), zlewano supernatant, phukano roz-
tworem soli fizjologicznej PBS (Sigma Aldrich, Polska) i dodawano po 5 ml soku Zo-
tadkowego. W wariantach 3, 4, 5 1 6 dodawano po 50 pl czynnika ochronnego (mleka,
$mietanki, inuliny lub oligofruktozy), a w wariantach 1 i 2 po 50 pl PBS i pipetowano
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przez 3 min w celu wymieszania z komoérkami bakterii przed zawieszeniem w soku
zotadkowym. Nastepnie probki poddawano inkubacji przez 2 h w temp. 37 °C, po
czym odwirowywano (6000 x g, 10 min), zlewano supernatant, dodawano po 10 ml
soku jelitowego i inkubowano przez 3 h w temp. 37 °C. Badania mikrobiologiczne
wykonywano w czasie 0, po 2 1 5 h inkubacji, w trzech powtorzeniach.

Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w programie Statistica 13 (StatSoft, Pol-
ska). Zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA (przy p < 0,05), a tak-
ze analizg¢ sktadowych gléwnych PCA (Principal Component Analysis).

Wyniki i dyskusja

W celu stwierdzenia, ze dany szczep wykazuje korzystne dziatanie na zdrowie
cztowieka, trzeba w pierwszej kolejnosci stwierdzi¢, czy pokonuje bariere zotadkowo-
jelitowa. Czynnikami, ktore ograniczajg szanse przezycia bakterii w trakcie trawienia,
sa: niskie pH, obecnos¢ soli kwasow zotciowych oraz enzymow. W tab. 2. przedsta-
wiono wyniki badan przezywalno$ci bakterii Lactobacillus w uktadzie doswiadczal-
nym.

Pierwszy model doswiadczalny (1) zostal zaczerpnicty z badan przeprowadzo-
nych przez Rzepkowska i wsp. [22]. Odczyn pH soku zotadkowego wynosit 2,5, nato-
miast stezenie soli zotciowych wynosito 0,3 %. Ponadto do sokow trawiennych zasto-
sowano dodatek enzymoéw (tab. 1). W tych warunkach liczba komoérek bakterii
obnizyta si¢ srednio o 1 log jtk/ml po 2 h inkubacji w soku zotadkowym, z wyjatkiem
szczepu Osl, w przypadku ktorego redukcja liczby siggata 0,4 log jtk/ml, a nastgpnie
o ok. 1 log jtk/ml po 3-godzinnej inkubacji w soku jelitowym. Zgodnie z tym mozna
wnioskowa¢é, ze dane szczepy wykazuja dobra oporno$¢ na zastosowane warunki panu-
jace w modelowym uktadzie pokarmowym cztowieka.

Stwierdzono, ze obnizenie pH soku zotadkowego z 2,5 do 2,0 spowodowato
istotng zmian¢ w przezywalnosci bakterii Lactobacillus spp. w soku zoladkowym
(o ok. 4 log jtk/ml), a nastgpnie jelitowym (o ok. 1 log jtk/ml). Ponadto we wszystkich
wariantach do$wiadczalnych, w ktorych pH soku Zzotadkowego wynosito 2,0, odnoto-
wano istotne obnizenie liczby bakterii po 2 h inkubacji, natomiast w przypadku zasto-
sowania soku zotadkowego o pH = 2,5 efekt ten obserwowany byt dopiero po 5 h in-
kubacji. Uwaza si¢, ze gatunek Lb. plantarum jest oporny na niskie pH soku
zotadkowego i sole kwasow zotciowych [4]. Podobne wyniki otrzymali wcze$niej inni
autorzy [1, 12], ktérzy podkreslali kluczowy wplyw kwasowosci na przezywalno$c
bakterii z rodzaju Lactobacillus. Z drugiej strony stabilizacja zywotnos$ci, ktora obser-
wowano w warunkach soku jelitowego, wskazuje na to, ze testowane szczepy Lb.
plantarum moga dotrze¢ do okreznicy w odpowiedniej liczbie zywych komorek (ok.
6 log jtk/ml), nawet po ekspozycji na dziatanie szkodliwego czynnika w postaci kwasu
o pH=2,0.
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Uwaza si¢, ze bakterie fermentacji mlekowej wzrastajg i pozostaja zywe przy pH
w zakresie 4,5 + 7,0 [10]. Jednakze przy obnizonym pH $rodowiska uruchamiane zo-
staja mechanizmy, dzigki ktorym pH cytoplazmatyczne komorek pozostaje bardziej
alkaliczne niz $rodowiska. Bakterie fermentacji mlekowej szybko wydziclajg kwas
z komorek za posrednictwem pomp protonowych F1F0-ATPaza oraz systemow: dei-
minazy argininy ADI (ang. arginine deiminase), dekarboksylazy glutaminianu GAD
(ang. glutamatede carboxylase) i zdolno$ci do wytwarzania chaperonéw. Ponadto bto-
ny biologiczne sg wzglednie nieprzepuszczalne dla protonow oraz czagsteczek kwasu.
W ten sposéb tworzy sie gradient pH pomiedzy cytoplazma a srodowiskiem ich byto-
wania [3, 10]. W wielu badaniach wykazano, ze oporno$¢ na niskie pH jest szczepoza-
lezna [2, 18, 26], co potwierdzono takze w badaniach wlasnych.

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano ochronny wplyw czynni-
kéw zywieniowych na przezywalno$¢ Lb. plantarum podczas modelowego pasazu
zotadkowo-jelitowego. W celu wykazania efektu ochronnego zastosowano warunki
badan (2) z obnizonym pH soku Zotadkowego do wartosci 2,0. Statystycznie istotny
(p < 0,05) wptyw zaobserwowano w wariancie 4 doswiadczenia, w ktorym zastosowa-
no $mietanke o zawartos$ci thuszczu 36 %. Dodatkowo w wariancie tym zaobserwowa-
no wyzszg liczbe bakterii po 5 h niz po 2 h inkubacji, niezaleznie od zastosowanego
szczepu bakterii, co dowodzi, ze komorki byly w stanie rozpocza¢ proces regeneracji
i rozmnaza¢ si¢ w soku jelitowym. W przypadku zastosowania mleka (3) o zawartosci
thuszczu 3,2 % efekt ochronny byt istotny jedynie w przypadku szczepu Korl po pasa-
zu zotadkowym. Thuszez mleczny zawarty w $mietance i mleku wptynat ochronnie na
komorki bakterii. Z publikacji Klewickiej i wsp. [15] wiadomo, ze tluszcz zawarty
w zywno$ci przyczynia si¢ do spowolnienia ruchéw jelit, a tym samym do dluzszego
pasazu i nawet namnazania si¢ bakterii [15]. Ponadto biatka mleka maja wlasciwosci
buforujace, co sprzyja podwyzszaniu pH w soku Zzotadkowym i moze przyczyniaé si¢
do lepszej przezywalnosci bakterii w trakcie trawienia [8]. Uwaza si¢, ze mleko i pro-
dukty mleczne nalezg do grupy najlepszych no$nikow bakterii probiotycznych ze
wzgledu na przytoczone wlasciwosci [9]. Horackova i wsp. [13] potwierdzili to w swo-
im badaniu, w ktorym wykazali, ze liczba komorek bakterii Lactobacillus po inkubacji
w sokach trawiennych z dodatkiem mleka ulegta obnizeniu o 1 + 3 jednostek logaryt-
micznych w pordwnaniu z probg kontrolng bez dodatku mleka, w ktorej liczba komo-
rek bakterii obnizyta si¢ 0 3 + 5 jednostek logarytmicznych. Réwniez Klewicka i wsp.
[15] analizowali przezywalnos¢ bakterii Lactobacillus w preparacie probiotycznym w
modelowym przewodzie pokarmowym czlowieka przy udziale dodatku zywnosci.
Autorki stwierdzity, ze matryca zywieniowa ma korzystny wptyw na przezywalno$¢
bakterii, gdyz tworzy warunki ochronne dla komoérek bakterii. Najlepszy efekt ochron-
ny wykazat preparat mlekozastepczy, co wynikato z jego sktadu, ktory tworzyly: oleje
roslinne, syrop glukozowy, hydrolizat kazeiny, witaminy oraz sktadniki mineralne. Z



154 Dorota Zielinska, Aleksandra Szydtowska, Anna Lepecka, Danuta Kotozyn-Krajewska

kolei Rzepkowska i wsp. [22] w badaniach nad przezywalno$cig szczepdw Lactobacil-
lus spp. wyizolowanych z zywnosci w warunkach modelowego przewodu pokarmowe-
20, z zastosowaniem medium zywnosciowego w postaci mleka w proszku, mleka UHT
o zawarto$ci thuszezu 3,2 %, bulionu wotowego oraz bulionu MRS wykazali, ze naj-
lepszy efekt ochronny uzyskano w przypadku mleka UHT. Powyzsza obserwacja ma
zwigzek z pozytywnym dziataniem skladnikoéw mleka (gtownie biatka, w tym bialka
serwatkowego) na zywotno$¢ komorek bakterii mlekowych.

Zastosowanie prebiotykdéw — warianty 5 i 6, rbwniez wplyneto na poprawe prze-
zywalno$ci bakterii w trakcie pasazu zotgdkowo-jelitowego. Istotny wptyw zaobser-
wowano w przypadku szczepu Korl, przy zastosowaniu inuliny jako czynnika ochron-
nego po pasazu zotagdkowym. Zaobserwowano, ze liczba komodrek bakterii Lb.
plantarum Kor 1, ktére zawieszono w 10-procentowym roztworze inuliny, obnizyta si¢
o 2,6 log jtk/ml, natomiast komorki tych samych bakterii bez dodatku czynnika
ochronnego (2) obnizyly swoja liczbe o 5,0 log jtk/ml po 2 h inkubacji w soku zotad-
kowym. Podobny efekt obserwowano w przypadku zastosowania 10-procentowego
roztworu oligofruktozy jako czynnika ochronnego. Liczba komorek bakterii ulegata
redukcji $rednio o 2,8 + 3,5 log jtk/ml po pasazu zotadkowym i kolejno o srednio 0,3 +
1,6 log jtk/ml po pasazu jelitowym, w zalezno$ci od zastosowanego szczepu (tab. 2).

Inulina jest polisacharydem zapasowym, ktory zawiera czasteczki glukozy i fruk-
tozy. Oligofruktoza za$ jest zwigzkiem, ktory sktada si¢ z dwoch do pigciu czasteczek
fruktozy. Sa one potaczone wigzaniem glikozydowym i powstaja wskutek czesciowej
hydrolizy inuliny przy uzyciu enzymu endonukleazy. Oligofruktoza, dzigki krotszemu
w poréwnaniu z inuling tancuchowi fruktozowemu, ma wilasciwosci technologiczne
poréwnywalne do tych, ktore charakteryzuja cukier i syrop glukozowy. Inulina z kolei,
dzigki swoim wilasciwosciom, pelni technologicznie role zamiennika ttuszczu i cukru
[5]-Wlasciwosci chemiczne roztworow prebiotykow moga takze dziata¢ ochronnie na
komorki bakterii probiotycznych. Krasaekoopt i Watcharapoka [16] wykazali, ze doda-
tek galaktooligosacharydow (0,3 %) stanowil ochrong w przypadku mikrokapsutkowa-
nia bakterii Lb. acidophilus 51 Lb. casei 01, powodujac redukcj¢ jedynie o 3,1 12,9 log
jtk/ml po inkubacji w symulowanym soku zotadkowym (pH 1,55), a nastepnie jelito-
wym, zawierajacym 0,6 % soli kwasow zotciowych. Z kolei Gandomi i wsp. [11]
stwierdzili, ze kapsutkowanie Lb. rhamnosus poprawilo zywotno$¢ bakterii (27,7 %
populacji bakterii przezytlo modelowy pasaz zotgdkowo-jelitowy), a ponadto wykazali,
ze dodatek inuliny znaczaco wptynal (p < 0,05) na poprawe zywotnos$ci bakterii kap-
sutkowanych [11].

Analiza sktadowych gtownych zastosowana do danych uzyskanych w niniejszym
badaniu pozwolita na zidentyfikowanie 6 skladowych gtownych, z ktorych dwie
pierwsze ttumacza 87,21 % zmienno$ci zmiennych. Projekcje dwoch pierwszych skta-
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dowych na plaszczyzne czynnikoéw przedstawiono na rys. 1. Z kolei na rys. 2. przed-
stawiono wyniki analizy skupien.

Na wykresie mozna zaobserwowaé¢ dwie wyraznie jednorodne grupy. Przypadki
reprezentujgce czynniki ochronne 3, 5 1 6 sg potozone blisko siebie, co §wiadczy o ich
silnym zwiazku i podobnym efekcie dziatania ochronnego mleka UHT 3.2 %,
10-procenrowych roztworow inuliny i oligofruktozy. Analiza skupien (rys. 2) rOwniez
potwierdza silny zwigzek pomiedzy tymi czynnikami. Z kolei zastosowanie §mietanki
36 % (4) miato podobny wplyw jak podwyzszenie pH o 0,5 warto$ci (1). Nalezy takze

PC2: 33,28%
on

-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
PC1:60,38%

Objasnienia / Explanatory notes:

1 — warunki standardowe, sok zotadkowy o pH = 2,5 / standard conditions, gastric juice with pH =2.5;

2 — warunki standardowe, sok zotadkowy o pH = 2,0 / standard conditions, gastric juice with pH = 2.0;

3 — warunki standardowe (2) z dodatkiem mleka / standard conditions (2) with milk added;

4 — warunki standardowe (2) z dodatkiem $mietanki / standard conditions (2) with cream added;

5 — warunki standardowe (2) z dodatkiem inuliny / standard conditions (2) with inulin added;

6 — warunki standardowe (2) z dodatkiem oligofruktozy / standard conditions (2) with oligofructose ad-
ded.

Rys. 1. Rozktad PCA przypadkow na plaszczyzng czynnikow
Fig. 1.  Distribution of PCA cases onto plane of principal components
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zauwazy¢, ze warunki (2) o obnizonym pH soku Zzotadkowego do wartosci 2,0 catkiem
odstaja od pozostatych przypadkow, co wskazuje, ze warunki te byly w silnym stopniu
inaktywujace dla komorek bakterii i nie chronity ich przed szkodliwym dzialaniem
czynnikdéw srodowiskowych.

1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0

Odlegtos¢ wigzania
The bond distance

Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 2. Analiza skupien zastosowanych w badaniach czynnikéw ochronnych w poréwnaniu z warunka-
mi referencyjnymi
Fig. 2. Cluster analysis of protective factors used in the study compared to the reference conditions

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze bakterie z gatunku Lactobacillus plantarum
zastosowane w badaniach wykazujg znaczng oporno$¢ na warunki panujagce w mode-
lowym przewodzie pokarmowym. Nie wykazano roéznic pomi¢dzy bakteriami wyizo-
lowanymi z zywnosci (Osl i Korl) a szczepem bakterii probiotycznych pochodzenia
ludzkiego (299v). Swiadczy to o potencjalnych whasciwosciach tych szczepow i wery-
fikuje negatywnie teze, ze szczepy bakterii kandydujgce do miana probiotyku powinny
by¢ izolowane wytacznie z przewodu pokarmowego cztowieka, m.in. ze wzgledu na
,.wrodzong” oporno$¢ na warunki panujace w przewodzie pokarmowym, co byto pod-
noszone w publikacjach [19, 24]. W ostatnich latach, wobec nowych dowodéw nau-
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kowych odchodzi si¢ od tej wylgczno$ci 1 dopuszcza do badan szczepy izolowane
z innych, nickonwencjonalnych zrodet [25].

Wykazano takze, ze projektowanie Zzywnos$ci probiotycznej powinno uwzgledniaé
takie czynniki, jak wlasciwy nos$nik zywnosciowy. Uwaza si¢, ze mleko i produkty
mleczne sg najlepszym no$nikiem bakterii probiotycznych ze wzgledu na wlasciwosci
buforujace biatek mleka i zawarto$¢ thuszczu, jednak zastosowanie prebiotykow umoz-
liwia uzyskanie poréwnywalnych efektéw. Inulina i oligofruktoza moga takze petic
funkcje ochronng dla bakterii probiotycznych w zywnosci.

‘Whioski

1. Najsilniejszy efekt ochronny na przezywalnos$¢ badanych komorek bakterii Lacto-
bacillus plantarum wykazat thuszcz mleczny w postaci $mietanki (36 %) oraz
w stopniu $rednim polisacharydy (10-procentowy roztwory inuliny i oligofruktozy)
oraz mleko (3,2 %).

2. Badane szczepy wyizolowane z zywnosci (Korl oraz Osl) charakteryzowaty si¢
podobnymi wlasciwosciami co szczep referencyjny Lb. plantarum 299v, co moze
swiadczy¢ o potencjalnych wiasciwosciach probiotycznych w tym zakresie.

3. Przeprowadzone badania wskazujg na zasadno$¢ dalszych badan potwierdzajacych
probiotyczne wlasciwosci 1 potencjalne zastosowanie jako probiotykoéw bakterii
wyizolowanych z zywnosci fermentowane;j.

Praca finansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach
Srodkéw na utrzymanie potencjatu badawczego Wydziatu Nauk o Zywieniu Czlowieka
i Konsumpcji SGGW w Warszawie.
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EFFECT OF SELECTED FOOD INGREDIENTS ON BEHAVIOUR OF LACTOBACILLUS
BACTERIA IN GASTRO-INTESTINAL TRACT - IN VITRO STUDY

Summary

The objective of the research study was to assess the survival of selected Lactobacillus bacteria strains
isolated from oscypek and korycin cheese under the in vitro conditions of a gastrointestinal tract model
and depending on the food additives used. The scope of the research study included the assessment of
bacterial survival after 2 and 5 h incubation in a model system that simulated the gastrointestinal tract and
depending on the protective additive used: UHT milk (3.2 % of fat), cream (36 % of fat), 10 % solutions
of inulin and oligofructose. It was shown that the strains tested were resistant to the gastric juice with a pH
value of 2.5, whereas the gastric juice model with pH of 2.0 caused the viability of those bacteria to de-
crease by ca. 5 logarithmic units on average after 2 h incubation in the gastric juice. The UHT milk
showed a slight protective effect on the survival of bacterial cells, which could be compared to the effect
of inulin and oligofructose in a low pH environment, with the applied research method. In contrast,
a significant protective effect was reported on the survival of bacterial cells of the tested strains in the case
of using 36 % cream; this is most likely related to a higher fat content compared to its content in the milk.
Test strains, Lb. plantarum (Korl and Osl) isolated from food, were characterised by the properties simi-
lar to those of the reference Lb. plantarum 299v strain; this may indicate potential probiotic properties in
this area. The conducted studies indicate the validity of further studies to confirm the probiotic properties
of bacteria isolated from fermented foods and their potential use as probiotics.

Key words: probiotics, Lactobacillus, in vitro tests, gastrointestinal tract, survival
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WIAZANIE CHOLESTEROLU PRZEZ BAKTERIE FERMENTACJI
MLEKOWEJ IZOLOWANE OD DZIECI

Streszczenie

Celem niniejszej pracy byto okreslenie zdolnos$ci Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595, Lactobacillus
casei ATCC 334 oraz szczepdw bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z katu zdrowych dzieci do
wigzania cholesterolu w §rodowisku modelowego soku jelitowego i podtoza MRS Bulion. Do oznaczenia
pozostatosci cholesterolu w probkach zastosowano diagnostyczny zestaw enzymatyczny Cholesterol RTU.
Hodowle prowadzono w 24-dotkowych ptytkach titracyjnych. Pomiary absorbancji przy oznaczaniu stop-
nia wigzania cholesterolu oraz ODgy, wykonano przy uzyciu czytnika mikroptytek Spark 10M. Szczepy
wykazujace najwigkszy stopien wigzania cholesterolu oceniono pod wzgledem zdolnosci wzrostu oraz
wigzania cholesterolu ze §rodowiska przy zwigkszajacym si¢ obcigZeniu cholesterolem [g/dm’]: 1,66, 2,85
1 3,75. L. rhamnosus i L. casei wykazywaty zdolno$¢ do wiazania cholesterolu z podloza MRS Bulion
odpowiednio w 68,18 i 83,6 %, natomiast w modelowym soku jelitowym osiagaly odpowiednio 60 i 50 %.
Szczepy wyizolowane z katu dzieci charakteryzowaly si¢ duza zmiennos$cia w stopniu wigzania choleste-
rolu ze srodowiska, przy czym lepsze rezultaty osiagnigto w przypadku modelowego soku jelitowego
(1,81 + 77,99 %) niz podtoza MRS Bulion (0,49 + 33,14 %). Przy zwigkszajacej si¢ zawartosci cholestero-
Iu w $rodowisku badane szczepy wykazywaly zmniejszony przyrost biomasy, co korelowalo ze zmniej-
szonym stopniem wigzania tego zwiazku. Najwigksza redukcj¢ cholesterolu z modelowego soku jelitowe-
go uzyskano przy jego stezeniu — 1,66 g/dm’. Stezenie cholesterolu 3,75 g/dm’ skutkowato
zahamowaniem przyrostu biomasy, a tym samym najmniejszym ubytkiem tego zwiazku ze srodowiska.

Stowa kluczowe: LAB, cholesterol, efekt hipocholesterolemiczny, modelowy sok jelitowy

Wprowadzenie

Hipercholesterolemia (podwyzszony poziom cholesterolu we krwi) jest uwazana
za gtdéwny czynnik ryzyka rozwoju miazdzycy tetnic, choroby wiencowej serca, udaru
moézgu. Mimo ze istnieja $rodki farmakologiczne do leczenia tego stanu (np. statyny),
ich dziatanie jest czg¢sto nicoptymalne, a one same sg kosztowne i mogg wywotywaé
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niepozadane skutki uboczne [16]. Wykazano, ze doustne podawanie probiotykow mo-
ze obnizy¢ poziom cholesterolu o 22 + 33 % [13]. Dziatanie hipocholesterolemiczne
przypisuje si¢ bakteriom z rodzaju: Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus,
Enterococcus, Lactoccosus i Leuconostoc [3, 5, 14].

Wiasciwos$ci bakterii jelitowych i ich zdolno$¢ do obnizania poziomu cholesterolu
wchtanianego do krwiobiegu wzbudzajg zainteresowanie naukowcow [11, 12, 15].
Proponowanych jest kilka mechanizméw redukeji poziomu cholesterolu przez drobno-
ustroje. Jednym z najlepiej poznanych jest dekoniugacja kwasoéw zotciowych przez
enzym BSH (ang. Bile Salts Hydrolase) wytwarzany przez wiele LAB (ang. Lactic
Acid Bacteria), w szczegolnos$ci bakterii izolowanych z przewodu pokarmowego
z rodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus [19]. Zdekoniugowane kwasy zotciowe sa
mniej rozpuszczalne w wodzie, co prowadzi do ich eliminacji wraz z katem. Choleste-
rol natomiast jest uzywany do produkcji nowych kwasow zotciowych, co w efekcie
obniza jego stezenie w surowicy [4]. Cholesterol moze ulega¢ koprecypitacji ze zhy-
drolizowanymi kwasami zotciowymi [8].

Bakterie fermentacji mlekowej moga takze asymilowac cholesterol do btony ko-
morkowej, co powoduje zmian¢ rozktadu nasyconych i nienasyconych btonowych
kwasow tluszczowych, w szczegdlnosci kwasu mirystynowego, palmitynowego, stea-
rynowego, stearooleinowego i oleinowego [11]. Usman [22] uwaza, ze w przypadku
szczepu Lactobacillus gasseri zmniejszenie ilosci cholesterolu w srodowisku zachodzi
na drodze wigzania go ze $ciang komorkowa.

Cholesterol moze by¢ takze przeksztatlcany w jelitach w koprostanol, ktory jest
bezposrednio wydalany z katem. Powoduje to zmniejszenie ilosci cholesterolu wchia-
nianego w jelitach, a tym samym prowadzi do zmniejszenia st¢zenia fizjologicznej puli
tego zwiazku [2]. Chiang i wsp. [2] stwierdzili, ze dehydrogenaza/izomeraza produko-
wana przez bakterie, takie jak Sterolibacterium denitrificans jest odpowiedzialna za
katalizowanie przemian cholesterolu do cholest-4-en-3-onu, kofaktora w przemianach
cholesterolu w koprostanol. Redukcja poziomu cholesterolu moze mie¢ tez zwigzek
z przeksztalcaniem go przez szczepy probiotyczne w krotkotancuchowe kwasy thusz-
czowe (SCFA) wykorzystywane do syntezy btony komérkowej podczas fazy wzrostu
[10].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zdolnosci Lactobacillus rhamnosus ATCC
9595, Lactobacillus casei ATCC 334 oraz szczepow bakterii fermentacji mlekowej
izolowanych z katu dzieci do obnizania poziomu cholesterolu w $rodowisku modelo-
wego soku jelitowego 1 podtoza MRS Bulion.

Material i metody badan

W badaniach wykorzystano 53 szczepy bakterii fermentacji mlekowej wyizolo-
wane z katu zdrowych dzieci oraz dwa szczepy wzorcowe: Lactobacillus rhamnosus
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ATCC 9595 1 Lactobacillus casei ATCC 334. Do ozywiania i namnazania SzZczZepoOw
uzywano podtoza MRS Bulion (Scharlab, Hiszpania). Hodowle kultur prowadzono
w temp. 30 °C przez 24 h.

Oznaczanie zdolnosci do wigzania cholesterolu prowadzono w warunkach mode-
lowych. Jako proby kontrolnej uzywano podtoza MRS Bulion (Scharlab, Hiszpania),
natomiast w celu symulowania warunkdéw panujgcych w przewodzie pokarmowym
przygotowano modelowy sok jelitowy zgodnie z Tomaro-Duchesneau i wsp. [21].
Przed sterylizacja warto$¢ pH soku modelowego doprowadzano do 6,5 za pomoca 2 M
NaOH. Po sterylizacji do soku jelitowego wprowadzano pankreatyng w formie prepa-
ratu enzymatycznego Kreon Travix 10 000 (Mylan Pharmaceuticals Sp. z o0.0., Polska)
— jedna kapsutka zwierata 10 000 jednostek FIP lipazy, 8 000 jednostek FIP amylazy,
600 jednostek FIP proteazy. Enzym byt dodawany w ilosci rownej zawarto$ci dwoch
kapsutek preparatu na 25 ml podtoza. Zrédtem cholesterolu w probach byt krystaliczny
zwigzek o czysto$ci chemicznej > 99 % (Sigma-Aldrich, Polska) rozpuszczany na go-
raco w 96-procentowym alkoholu etylowym. Kazdorazowo przed doswiadczeniem
sporzadzano nowa porcj¢ roztworu cholesterolu.

W pierwszym etapie do§wiadczenia oceniano zdolnos¢ badanych szczepow do
przyrostu biomasy oraz wigzania cholesterolu w srodowisku MRS Bulion i w modelo-
wym soku jelitowym. W tym celu przygotowano 3 warianty do§wiadczalne:

— wariant 1 (W1) — MRS Bulion (proba kontrolna),

— wariant 2 (W2) — MRS Bulion + 1-procentowy roztwoér cholesterolu (ostateczna
iloé¢ cholesterolu w podtozu wynosita 1,66 g/dm’),

— wariant 3 (W3) — modelowy sok jelitowy + I-procentowy roztwor cholesterolu
(ostateczna iloé¢ cholesterolu w podtozu wynosita 1,66 g/dm’).

Do podlozy wprowadzano zawiesing badanych szczepow o gestosci 4 w skali
McFarlanda (1,2 x 10’ jtk/ml). Hodowle prowadzono w 24-dotkowych plytkach titra-
cyjnych. Z kazdego wariantu doswiadczalnego pobierano material do pomiaru wartosci
ODgoo (Spark 10M, Tecan, Szwajcaria). Wszystkie probki inkubowano w temp. 30 °C
przez 18 h. Po inkubacji ponownie dokonywano pomiarow ODgy (Spark 10M, Tecan)
oraz oceniano stopien zwigzania cholesterolu w probach W2 i W3.

Do oznaczenia pozostatosci cholesterolu w probkach zastosowano diagnostyczny
zestaw enzymatyczny Cholesterol RTU (BioMerieux, Polska). Przed przystgpieniem
do oznaczania hodowle wirowano (7500 rpm/10 min, 4 °C) w celu wydzielenia ptynu
pohodowlanego. Pomiar absorbancji wykonywano przy dtugosci fali A = 500 nm czyt-
nikiem mikroptytek Spark 10M (Tecan, Szwajcaria).

Ilo$¢ cholesterolu [%] zwigzanego ze Srodowiska obliczano z réwnania:

U=[(A-B)x100]/A
gdzie:
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U — ubytek cholesterolu [%], A — absorbancja probki z dodatkiem cholesterolu przed
inkubacja, B — absorbancja probki z dodatkiem cholesterolu po 18 h hodowli w 30 °C.

W drugim etapie do$wiadczenia oceniano wplyw obcigzenia cholesterolem na
przyrost biomasy i jego wigzanie ze $rodowiska. Analiz¢ prowadzono na sze$ciu
szczepach $rodowiskowych wykazujacych najwigksza zdolnos¢ do wigzania choleste-
rolu (> 70 %) oraz na szczepie wzorcowym L. rhamnosus. Oznaczenia prowadzono
w modelowym soku jelitowym w trzech wariantach do§wiadczalnych [g/dm’]: 1,66 (I),
2,85 (II) 1 3,75 (III). Przygotowanie zawiesiny szczepow, warunki hodowli oraz ocena
stopnia zwigzania cholesterolu zostaly utrzymane i przeprowadzone wedlug schematu
opisanego powyzej.

Oznaczenia przeprowadzono w trzech powtorzeniach. Obliczono wartos$ci $rednie
oraz wspotczynniki korelacji. Istotno$¢ roznic weryfikowano testem t-Studenta przy
p = 0,05. Obliczenia wykonano przy uzyciu programu Statistica 13 (StatSoft, Polska).

Wiyniki i dyskusja

W badaniach przeprowadzonych na szczepach wzorcowych L. rhamnosus i L. ca-
sei wykazano, ze charakteryzowaly si¢ one wigkszym wzrostem na podiozu MRS Bu-
lion, na ktérym przyrost biomasy szczepu L. rhamnosus wynosit 227,27 %, a szczepu
L. casei — 683,3 %. Dodatek cholesterolu do podtoza spowodowat zmniejszenie przy-
rostu biomasy odpowiednio do: 18,36 i 23,94 %. Srodowiskiem najmniej korzystnym
do wzrostu badanych szczepow byt modelowy sok jelitowy z dodatkiem cholesterolu,
w ktorym uzyskano przyrost biomasy odpowiednio: 4,94 % i 4,11 %. Wyniki te nie
potwierdzaja wnioskow z badan, ktére przeprowadzili Kimoto i wsp. [6]. Wykazali oni
bowiem korzystny wptyw cholesterolu na wzrost komorek Lactobacillus sp. W bada-
niach wlasnych szczepy wzorcowe wykazywaty wigkszy stopien wigzania cholesterolu
w $rodowisku podtoza MRS niz modelowego soku jelitowego. Ubytek cholesterolu
z podloza MRS Bulion zawierajacego L. rhamnosus wynosit 68,18 %, natomiast
z modelowego soku jelitowego — 60 %. W przypadku L. casei wartosci te wynosity
odpowiednio: 83,36 1 50 % (rys. 1).

Niekorzystny wptyw na przyrost biomasy szczepow wzorcowych w soku jelito-
wym mogta wykazywac obecnos¢ kwasow zotciowych zawartych w preparacie Difco
Oxgall (VWR, USA) (skoniugowany kwas taurocholowy i glikocholowy). Z6t¢é i sole
z0%ci wywierajg nieckorzystny wplyw na przezywalnos$¢ bakterii, w tym takze nalezg-
cych do Lactobacillus [8]. Podobne wyniki uzyskali Raghavan i wsp. [14], ktorzy wy-
kazali najwyzsza redukcje poziomu cholesterolu na podtozu bez dodatku kwasow z6t-
ciowych.

Stwierdzono statycznie istotng zalezno$¢ (p < 0,05) pomiedzy wzrostem liczby
komorek L. rhamnosus 1 L. casei a zmniejszeniem ilo$ci cholesterolu w podtozu MRS
Bulion. Eliminacji cholesterolu w soku jelitowym nie towarzyszyt wzrost biomasy
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badanych szczepoéw. Zaobserwowano, ze przy utrzymaniu na statym poziomie liczby
bakterii doszto rowniez do zmniejszenia ilosci cholesterolu, jednak uzyskane wyniki
korelacji (r = 0,3) nie sg statystycznie istotne (p > 0,05). Rdznice te mogg wynikac
z mniejszego przyrostu biomasy podczas inkubacji w soku jelitowym.

100
80
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40 |
B
, — —_
W2 W3 w2 W3
L. rhamnosus L. rhamnosus L. casei L. casei
B Przyrost biomasy 18,36 494 23,94 4,11
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Cholesterol assimilation [%]

Rys. 1.
Fig. 1.

Wplyw przyrostu biomasy na stopien zwigzania cholesterolu w podtozu
Effect of increase in biomass on degree of cholesterol binding in medium

W kolejnym etapie badan tozsame analizy przeprowadzono na szczepach LAB
wyizolowanych z kalu dzieci. Szczepy te lepiej namnazaly si¢ w modelowym soku
jelitowym niz w podtozu MRS Bulion, a przyrost biomasy wynosit odpowiednio: 12,2
+295,5 % oraz 3,2 + 152,4 %.

Wyniki stopnia wigzania cholesterolu przedstawiono na rys. 2 i 3. W przypadku
izolatow od dzieci zaobserwowano wigksza zdolno$¢ wigzania cholesterolu w warun-
kach imitujacych przewod pokarmowy, czego nie stwierdzono we wczesniejszym do-
swiadczeniu w przypadku szczepdéw wzorcowych. W warunkach modelowego soku
jelitowego 44 sposrdd badanych szczepow wykazywato zdolno$¢ wigzania cholestero-
lu w zakresie 1,81 + 77,99 % (rys. 3), natomiast w podtozu MRS Bulion te ceche wy-
kazywaty 22 szczepy w zakresie 0,49 + 33,14 % (rys. 2). W przypadku 6 szczepow
stopien wigzania cholesterolu w modelowym soku jelitowym przekraczal 70 %,
a w podtozu MRS Bulion z udzialem tych samych szczepdéw nie przekraczat 34 %.
Mozna przypuszczaé, ze najistotniejsza przyczyng réznic w zachowaniu badanych
szczepow wzorcowych i srodowiskowych jest ich srodowisko izolacji. Szczepy wyizo-
lowane z przewodu pokarmowego wykazywaly naturalng oporno$¢ na warunki w nim
panujace, w tym na obecnos¢ soli kwasdéw zotciowych. Oporno$é ta moze wynikac
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z obecnosci aktywnego enzymu BSH. Liong i Shah [9] badali szczepy pochodzenia
ludzkiego 1 takze uzyskali wyzsze wyniki przyswajania cholesterolu w $rodowisku
z dodatkiem Oxgall. Z6t¢, a w szczegdlnosci rodzaj kwasow zétciowych, ma wpltyw na
wigzanie cholesterolu przez drobnoustroje. Proces ten efektywniej przebiega w obec-
no$ci kwasow koniugowanych [18]. Podobnie Kimoto i wsp. [6] w badaniach szczepu
z rodzaju Lactococcus uzyskali wyzsze wyniki redukeji cholesterolu w podtozu suple-
mentowanym 0,2-procentowym taurocholanem sodu.
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K2/43
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K9/21
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K17/2B
K5/3
K3/1A
K4/5
K510/1A
K4/3A
K6/102A
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K9/11
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K17/4

Numer szczepu / Strain numbe -~

0 5 10 15 20 25 30 35
Wigzanie cholesterolu / Cholesterol binding [%]

Rys. 2. Wiazanie cholesterolu z podloza MRS Bulion przez szczepy wyizolowane z katu zdrowych
dzieci
Fig. 2. Cholesterol binding in MRS Broth medium by strains isolated from faeces of healthy children

Dla siedmiu szczepéw wykazujacych najwigkszy stopien wigzania cholesterolu
przeprowadzono ocen¢ obcigzenia cholesterolem. Analizy prowadzono w modelowym
soku jelitowym — $rodowisku, w ktorym szczepy wykazaly najwigkszy stopien wigza-
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Rys. 3. Wiazania cholesterolu z modelowego soku jelitowego przez szczepy wyizolowane z katu zdro-
wych dzieci
Fig. 3. Cholesterol binding in model intestinal juice by strains isolated from faeces of healthy children
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nia cholesterolu. Badano warianty o stgzeniu cholesterolu w $rodowisku [g/dm’]: 1,66,
2,85 oraz 3,75. Stwierdzono, ze przy zwigkszajacej si¢ ilosci cholesterolu wszystkie
szczepy, z wyjatkiem K&8/2 1 K10/2 (tab. 1), wykazywaly mniejszy przyrost biomasy.
Stezenie cholesterolu 3,75 g/dm’ nie wplyneto hamujaco na szczepy K8/2 i K8/4, kto-
rych przyrost wynidst odpowiednio: 2,36 1 1,06 %. Nie wykazano statystycznej istot-
nosci roznic pomigdzy wartosciami Srednimi jedynie przy stezeniu cholesterolu
3,75g/dm’ (p > 0,05).

Wraz ze wzrastajacym st¢zeniem cholesterolu zaobserwowano jego zmniejszajg-
cy si¢ ubytek ze srodowiska, co miato zwigzek ze stabszym wzrostem komoérek. Wy-
kazano statystycznie istotng korelacje¢ (r = -0,72, p < 0,05) pomigdzy przyrostem bio-
masy a zmniegjszeniem ilosci cholesterolu w s$rodowisku przy jego stgzeniu
wynoszacym 1,66 g/dm’. Zwickszenie stezenia cholesterolu do 2,85 g/dm’ skutkowato
zmniejszeniem ubytku tego zwigzku ze srodowiska, a wspotczynnik korelacji wynosit
r=-0,68 (p < 0,05). Przy obcigzeniu cholesterolem wynoszacym 3,75g/dm’ zauwazo-
no zahamowanie wzrostu komoérek i brak statystycznie istotnej korelacji pomigdzy
wartoscig ODgg a redukcjg cholesterolu (r = 0,21, p <0,05).

Tabela 1. Wiazanie cholesterolu z modelowego soku jelitowego przez szczepy wyizolowane z katu
zdrowych dzieci oraz przyrost ich biomasy w zaleznosci od ilosci cholesterolu w srodowisku

Table 1.  Cholesterol binding in model intestinal juice by strains isolated from faeces of healthy children
and increase in their biomass depending on amount of cholesterol in environment

Cholesterol — 1,66 g/dm’ Cholesterol — 2,85 g/dm’ Cholesterol — 3,75 g/dm’
Przyrost Ubytek Przyrost Ubytek Przyrost Ubytek

Szczep biomasy cholesterolu | biomasy cholesterolu | biomasy cholesterolu

Strain Biomass Cholesterol Biomass Cholesterol Biomass Cholesterol
growth loss growth loss growth loss
[0]

K1/107 17,65 61,67 13,31 59,93 -3,01 49,25
K8/2 14,33 66,67 18,29 54,96 2,36 50,75
K8/4 29,5 62,3 15,85 61,91 1,06 55,22
K4/4 22,8 59,02 18,81 57,78 -0,56 56,72
K10/2 22,99 62,3 32,47 54,48 6,01 46,27
K9/4 18,43 63,44 15,16 58,47 -11,73 52,24

L. rhamnosus 40,74 68,34 20,78 67,69 -16,73 44,78
P 0,0004 0,000001 0,000051 0,000001 0,09 0,000001

W badaniach wtasnych stwierdzono $cistg korelacje pomigdzy przyrostem bioma-
sy a iloscig usunigtego cholesterolu. Zaleznos¢ te uzyskano zaréwno w przypadku
szczepow wzorcowych w podtozu MRS Bulion, jak i szczepéw wyizolowanych od
dzieci w modelowym soku jelitowym. Potwierdza to wyniki badan przeprowadzonych
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przez Kimoto i wsp. [7] oraz Taranto i wsp. [20]. Autorzy ci stwierdzili jednak, zZe
niezaleznie od liczby komorek korzystniejsze wyniki wigzania cholesterolu osiggni¢to
podczas inkubacji na podtozu MRS Bulion z dodatkiem cholesterolu w porownaniu
z modelowym sokiem jelitowym.

Uzyskane w pracy wyniki potwierdzaja doniesienia innych naukowcow o znacz-
nym zrdéznicowaniu wigzania cholesterolu przez drobnoustroje w obrgbie gatunku,
a takze pomigdzy szczepami tego samego gatunku [11, 17]. Mniejsza zdolnos¢ wigza-
nia cholesterolu przez niektore szczepy moze wynika¢ z r6znic w budowie $ciany ko-
morkowej 1 mniejszej tolerancji na sole zotci obecne w modelowym soku jelitowym
[7].

Przebadane w niniejszej pracy szczepy wyizolowane z przewodu pokarmowego
dzieci byly zdolne do wywotaniu efektu hipocholesterolemicznego. Konieczne sg dal-
sze badania in vitro wskazujace na molekularne podstawy tego mechanizmu.

Whioski

1. Szczepy wyizolowane z przewodu pokarmowego zdrowych dzieci wykazuja zdol-
no$¢ do wywotania efektu hipocholesterolemicznego. Sposrod badanych 53 szcze-
pow 44 eliminowaty cholesterol ze §rodowiska modelowego soku jelitowego, a 22
—z podtoza MRS Bulion.

2. Stezenie cholesterolu 3,75 g/dm’ w $rodowisku modelowego soku jelitowego dzia-
ta hamujgco na wzrost mikroorganizmow.

3. Szczepy wyizolowane z kalu, w przeciwienstwie do szczepoéw wzorcowych L.
rhamnosus ATCC 9595 oraz L. casei ATCC 334, lepiej namnazajg si¢ oraz wyka-
zuja wigksza zdolnos¢ wigzania cholesterolu w warunkach modelowego soku jeli-
towego niz w podtozu MRS Bulion.

4. Zwigkszenie stezenia cholesterolu w srodowisku skutkuje ostabieniem przyrostu
biomasy, co koreluje ze zmniejszong eliminacjg tego zwigzku ze srodowiska.
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CHOLESTEROL BINDING BY LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM CHILDREN
Summary

The objective of the research study was to determine the ability of Lactobacillus rhamnosus ATCC
9595, Lactobacillus casei ATCC 334 and strains of lactic acid bacteria isolated from faeces of healthy
children to bind cholesterol in the environment of model intestinal juice and MRS Broth medium. A cho-
lesterol RTU enzymatic kit was used to determine the cholesterol residue in samples. The cultures were
grown in 24-well titration plates. In order to determine the degree of cholesterol binding and ODgqp, the
absorbance was measured using a Spark 10M microplate reader. The strains with the highest degree of
cholesterol binding were evaluated for their ability to grow and bind cholesterol from the environment
with the increasing cholesterol load (1.66 g/dm’, 2.85 g/dm’, 3.75 g/dm®). L. rhamnosus and L. casei were
able to bind 68.18 % and 83.6 % of cholesterol from the MRS Broth medium, respectively, while in the
model intestinal juice those values were 60 % and 50 %, respectively. The strains isolated from the faeces
of children were characterised by a high variability as regards the degree of binding cholesterol from the
environment, whereas better results were achieved for the model intestinal juice (1.81 + 77.99 %) than for
the MRS Broth medium (0.49 + 33.14 %). With the increasing amount of cholesterol in the environment,
the strains tested showed a reduced increase in the biomass and this was correlated with the reduced de-
gree of binding of that compound. As regards the model intestinal juice, the highest reduction in the level
of cholesterol contained therein was obtained at its concentration of 1.66 g/dm’. The cholesterol concen-
tration of 3.75 g/dm’ caused the increase in the biomass to be inhibited and thus the lowest quantity of this
compound was removed from the environment.

Key words: LAB, cholesterol, hypocholesterolemic effect, model intestinal juice B4
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PRZEZYWALNOSC MIKROORGANIZMOW PROBIOTYCZNYCH
W MODELU IN VITRO UKLADU POKARMOWEGO DROBIU

Streszczenie

Celem pracy byla ocena przezywalnosci probiotycznych szczepow bakterii Lactobacillus spp. i droz-
dzy Saccharomyces cerevisiae podawanych bez dodatku paszy lub z jej udzialem w warunkach modelo-
wych, symulujacych wybrane odcinki przewodu pokarmowego drobiu. Mikroorganizmy te wchodza
w sktad nowo opracowanych mieszanek probiotycznych (A, B i C). Przezywalno$¢ badanych bakterii
idrozdzy w symulowanych warunkach wola, Zzotadka i jelita cienkiego oznaczano metoda hodowlana.
Poczatkowo érednia liczba bakterii Lactobacillus spp. wynosita (1,00 ~ 1,95) x 10 jtk/ml, natomiast droz-
dzy — (1,04 + 3,00) x 107 jtk/ml. W wyniku pasazu probek bez dodatku paszy liczba bakterii oraz drozdzy
ulegata obnizeniu w kolejnych odcinkach symulowanego przewodu pokarmowego i w jelicie cienkim byta
nizsza s$rednio o 2 rzedy wielkosci. W obecno$ci paszy natomiast liczba bakterii Lactobacillus spp.
w jelicie cienkim byla wyzsza $rednio o 1 rzad wielkosci, a drozdzy — $rednio o 1,5 rzedu wielkos$ci
W poréwnaniu z mieszankami bez dodatku paszy. Dodatek paszy stanowil zatem czynnik ochronny przed
niekorzystnymi warunkami $rodowiska uktadu pokarmowego w badaniach modelowych. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna wskaza¢ na potencjalne zastosowanie mieszanek probiotycznych jako dodat-
ku do pasz dla drobiu.

Stowa kluczowe: probiotyki, Lactobacillus, Saccharomyces, uktad pokarmowy, drob

Wprowadzenie

Trawienie pokarmu u drobiu odbywa si¢ w uktadzie pokarmowym, ktory sktada
si¢ z przetyku, wola, zotadka gruczotowego, zotagdka migSniowego, jelita cienkiego
(dwunastnica, jelito czcze i biodrowe), jelita grubego (Slepe i proste) oraz kloaki [3].
Ptaki nie majg uze¢bienia, dlatego pokarm potykany jest w calosci. Zostaje on zwilzony
$ling w dziobie i przesuwany do przetyku, gdzie jest rozmigkczany i rozpuszczany
przez enzymy i $luz [4, 20]. W Zotadku gruczotowym nastepuje przygotowanie pokar-
mu do procesu trawienia. Na tym etapie wydzielany jest kwas solny. Nastepuje tu tak-

Mgr inz. P. Markowiak-Kope¢, dr hab. inz. K. Slizewska, prof. nadzw., Instytut Technologii Fermentacji
i Mikrobiologii, Wydz. Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Politechnika £édzka, ul. Wolczanska 171/173,
90-924 Lodz. Kontakt: paulina.markowiak@edu.p.lodz.pl; katarzyna.slizewska@p.lodz.pl
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ze rozpuszczanie soli mineralnych oraz jonizacja elektrolitow. W zotadku mig$éniowym
dochodzi do roztarcia i wymieszania pokarmu z enzymami trawiennymi pochodzacymi
z zotadka gruczotowego. Catkowita dlugos¢ przewodu pokarmowego ptakow nie prze-
kracza 5-krotnej dtugosci ich ciata [2]. W skiad jelita cienkiego drobiu wchodzg: dwu-
nastnica, jelito czcze oraz jelito biodrowe. Dwunastnica taczy zotadek migsniowy
z jelitem czczym. Koncowy proces trawienia oraz absorpcja sktadnikow pokarmowych
odbywa si¢ w jelicie czczym i biodrowym.

Mikrobiota przewodu pokarmowego drobiu stanowi ztozony ekosystem, a jego
rownowaga jest niezwykle wazna dla zachodzacych procesow trawienia oraz wchta-
niania pokarméw, a wi¢c dla zdrowia i prawidlowego funkcjonowania ptakow [10].
W sktadzie mikrobioty przewodu pokarmowego zdrowego ptaka znajduja si¢ gtownie
bakterie z rodzajow: Bifidobacterium, Clostridium, Eubacterium, Lactobacillus, Bacte-
roides, Fusobacterium oraz paciorkowce i enterobakterie [10]. Jednym z wielu czynni-
kéw majacych wptyw na sktad mikrobioty uktadu pokarmowego drobiu jest rodzaj
podawanej paszy, jak rowniez dodatkow paszowych. Probiotyki, czyli zywe mikroor-
ganizmy, ktore po podaniu w odpowiedniej iloSci wywoluja korzysci zdrowotne
w organizmie gospodarza, sg przyktadem dodatkow paszowych dla drobiu [7]. W pro-
cesie selekcji szczepy probiotyczne musza jednak spetnia¢ wiele kryteridow, m.in. wy-
kazywa¢ zdolno$¢ do przetrwania i utrzymania aktywno$ci metabolicznej oraz wzrostu
w uktadzie pokarmowym [5, 6].

Celem pracy byta ocena przezywalno$ci probiotycznych szczepoéw bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus i drozdzy Saccharomyces cerevisiae z dodatkiem paszy lub bez jej
udziatu w warunkach modelowych, symulujacych wybrane odcinki przewodu pokar-
mowego drobiu (wole, zotadek, jelito cienkie).

Material i metody badan

Materiat biologiczny stanowily szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz
drozdze Saccharomyces cerevisiae, ktére wchodzity w sktad trzech nowo opracowa-
nych preparatow probiotycznych A, B i C (tab. 1).

Tabela 1.  Sklad preparatow probiotycznych A, B i C
Table 1.  Composition of A, B and C probiotic preparations

A B C
Lb. pentosus LOCK 1094 Lb. pentosus LOCK 1094 Lb. paracasei LOCK 1091
Lb. plantarum LOCK 0860 Lb. plantarum £ OCK 0860 Lb. pentosus LOCK 1094
Lb. reuteri LOCK 1092 Lb. reuteri LOCK 1092 Lb. plantarum LOCK 0860
S. cerevisiae LOCK 0119 Lb. rhamnosus EOCK 1087 Lb. reuteri LOCK 1092
S. cerevisiae LOCK 0119 Lb. rhamnosus EOCK 1087
S. cerevisiae LOCK 0119
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Szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus zostaly wyizolowane z kiszonek roslin-
nych (Lb. plantarum LOCK 0860) i tresci jelitowej zwierzat monogastrycznych (Lb.
pentosus LOCK 1094, Lb. reuteri LOCK 1092, Lb. rhamnosus LOCK 1087, Lb. para-
casei LOCK 1091), natomiast drozdze S. cerevisiae LOCK 0119 pochodzity ze $rodo-
wiska gorzelniczego. Wszystkie uzyte w badaniach szczepy probiotyczne zostaty zde-
ponowane w Lodzkiej Kolekcji Czystych Kultur (LOCK 105) Instytutu Technologii
Fermentacji i Mikrobiologii, Politechniki L.odzkiej. Wtasciwosci probiotyczne tych
szczepow zostaly opisane w zgloszeniach [13 - 17] 1 opisie patentowym [18]. Sktad
poszczegdlnych preparatow ustalono na podstawie wynikow badan dotyczacych wia-
Sciwosci probiotycznych kazdego z uzytych mikroorganizmoéw. Zastosowanie odpo-
wiednio: 3, 4 i 5 szczepdw bakterii Lactobacillus w sktadzie mieszanek miato na celu
sprawdzenie, ktéra z kombinacji pozwoli na uzyskanie najwickszej sumarycznej prze-
zywalnosci probiotykow w uktadzie pokarmowym drobiu.

W celu okreslenia przezywalnosci bakterii Lactobacillus spp. i drozdzy Saccha-
romyces cerevisiae w trakcie procesu trawienia zastosowano model in vitro uktadu
pokarmowego drobiu, za pomoca ktoérego odzwierciedlano warunki wola, zotadka
(gruczotowego i migsniowego) oraz jelita cienkiego (tab. 2).

Tabela 2. Model in vitro uktadu pokarmowego drobiu

Table 2. In vitro model of the digestive tract of poultry
Odcinek Czas zalegania
przewodu . . Ilos¢ roztworu pokarmu
Roztwor symulujacy . . .
pokarmowego Simulating solution Quantity of Time of gastric
Section of & solution [ml] content being
digestion tract retained [min]
Wole 50 mM bufor octanowy 15,00 30
Crop 50 mM acetate buffer
1 M roztwor kwasu solnego 1,40
Zotadek 1 M solution of hydrochloric acid 45
Gizzard roztwor pepsyny w buforze octanowym 2,60
solution of pepsin in acetate buffer
roztwor wodny pankreatyny 3,25
Jelito cienkie aqueous solution of pancreatin 60
Small intestine 1 M roztwér wodoroweglanu sodu 3,25
1 M solution of sodium bicarbonate

Objasnienia / Explanatory notes:

Warto§¢ pH matrycy w poszczegélnych etapach badan ustalano roztworami 1 M wodorotlenku sodu oraz
1 M kwasu solnego / pH of matrix at individual test stages was determined using solutions of 1M sodium
hydroxide and 1 M hydrochloric acid.

Zrodlo / Source: opracowanie wlasne na podstawie [9, 11, 19] / the authors’ own study based on [9, 11,
19].
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Szczepy probiotyczne bakterii Lactobacillus 1 drozdzy aktywowane w podtozach
ptynnych (odpowiednio MRS i YPG) bez dodatkow paszowych (proby A, B i C) oraz
z dodatkiem standardowej paszy dla drobiu (proby A+pasza, B+pasza i C+pasza) pod-
dawano pasazowi w warunkach symulujacych przewod pokarmowy drobiu. Trawienie
tresci pokarmowej inicjowano przez mieszanie badanych prob z buforem octanowym
w ciggu 30 min (wole). Nast¢pnie dodawano kolejno soki zotadkowe i jelitowe w celu
symulowania procesow trawienia odpowiednio w zotadku (45 min) i w jelicie cienkim
(60 min). W kazdym etapie badang mieszanin¢ inkubowano w temp. 37 °C w warun-
kach cigglego mieszania (150 obr./min) na wytrzasarce obrotowej w celu zapewnienia
jednorodnego rozktadu wszystkich sktadnikow. Na poczatku kazdego z odcinkow
przewodu pokarmowego oraz po uptywie czasu zalegania pokarmu pobierano probki
do badan mikrobiologicznych. Metoda hodowlana, w trzech powtdrzeniach, wykony-
wano posiewy ilosciowe z odpowiednich rozcienczen. W analizie zastosowano selek-
tywne podtoza mikrobiologiczne i warunki inkubacji odpowiednie dla bakterii (MRS
z nystatyng, temp. 37 °C, 2 dni) oraz drozdzy (YPG z chloramfenikolem, temp. 30 °C,
5 dni). Po zakonczonej inkubacji zliczano kolonie wyroste na plytkach i oceniano
przezywalno$¢ badanych mikroorganizméw probiotycznych w modelowym uktadzie
pokarmowym drobiu.

Wyniki badan poddano analizie statystycznej. Normalno$¢ rozktadu zmiennych
analizowano testem Shapiro-Wilka, a jednorodno$¢ wariancji testem Bartletta. Po po-
twierdzeniu rozktadu normalnego i jednorodno$ci wariancji wyniki dotyczace liczby
mikroorganizméw probiotycznych analizowano za pomoca jednoczynnikowej analizy
wariancji (One-Way ANOVA) w zalezno$ci od sposobu podania odpowiedniej mie-
szaniny probiotycznej. Natomiast procentowg przezywalno$¢ mikroorganizmow
w modelowym uktadzie pokarmowym drobiu analizowano wieloczynnikowa analizg
wariancji (Multi-Way ANOVA) w zaleznosci od rodzaju i sposobu podania mieszanki
probiotycznej oraz etapu transferu. Istotnos¢ réznic migdzy wartosciami $rednimi we-
ryfikowano testem Tukeya (p < 0,05). Analizg statystyczng przeprowadzono w pro-
gramie XLSTAT (Addinsoft SARL, Paryz, Francja).

Wiyniki i dyskusja
Przezywalnosé bakterii z rodzaju Lactobacillus spp.

Poczatkowa liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. w badanych probkach
wynosita 1,00 x 10° = 1,95 x 10°jtk/ml (rys. 1).

Pierwszym badanym odcinkiem przewodu pokarmowego w warunkach modelo-
wych byto wole, w ktérym czas zalegania pokarmu byt najkréotszy i wynosit 30 min.
W przypadku mieszanki C obnizenie liczby bakterii po inkubacji byto nieznaczne (do
4,83 x 10%i 6,74 x 10® jtk/ml odpowiednio: bez dodatku paszy oraz z jej udzialem).
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Natomiast w przypadku proby A bez dodatku paszy, jak i z jej dodatkiem, liczba ta
obnizyla sie $rednio o 1 rzad wielkosci (do 1,30 i 2,06 x 10* jtk/ml). Znaczne obnizenie
liczby bakterii Lactobacillus spp. (o 1,5 1 1 rzad wielkosci) zaobserwowano w przy-
padku mieszanki B bez dodatku paszy, jak i z jej dodatkiem (do 5,13 x 10’
i1,52 x 10*jtk/ml) — rys. 1.

Pomimo nickorzystnych warunkow panujacych w zotadku w przypadku zastoso-
wania mieszanki A liczba bakterii po 45 min nie obnizyla si¢ znaczaco w stosunku do
poprzedniego odcinka pokarmowego. Stwierdzono ponadto, ze liczba bakterii Lacto-
bacillus spp. byla statystycznie istotnic wyzsza w przypadku dodatku paszy
(1,50 x 10® jtk/ml) w poréwnaniu z sama mieszanka bakterii (7,00 x 107 jtk/ml). Po
zastosowaniu mieszanki C nastgpito obnizenie liczby bakterii do poziomu 8,16 x 10’
jtk/ml, natomiast najbardziej znaczace obnizenie, do 2,99 x 10’ jtk/ml, odnotowano w
przypadku mieszanki B. Podobnie jak poprzednio, dodatek paszy wplynat na staty-
stycznie istotnie wyzszg ($rednio o 0,7 rzedu wielkosci) liczbg bakterii w mieszance C
oraz o 0,5 rzgdu wielkos$ci — w mieszance B (rys. 1).

Po 60 min zalegania pokarmu w warunkach symulujacych jelito cienkie stwier-
dzono obnizenie liczby bakterii z rodzaju Lactobacillus do poziomu 5,05 x 107 jtk/ml
i1,29 x 10" jtk/ml w przypadku odpowiednio: mieszanki C i B. W wyniku trawienia
mieszanki A odnotowano natomiast wzrost liczby tych bakterii $rednio o 3,8 % (do
6,00 x 107 jtk/ml), co jest pozytywnym zjawiskiem (rys. 1, tab. 3). Dodatek paszy spo-
wodowat, Ze liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus po trawieniu w warunkach symulu-
jacych uktad pokarmowy drobiu wzrosta statystycznie istotnie do poziomu
1,55 x 10® jtk/ml (B+pasza), 5,13 x 10® jtk/ml (A+pasza) i 1,72 x 10 jtk/ml (C+pasza)
w porownaniu z probg bez paszy (rys. 1). Udziat bakterii Lactobacillus spp. na tym
etapie wzrost odpowiednio o: 8 % (A+pasza), 3 % (B+pasza) i 25 % (C+pasza) w po-
rownaniu z prébami bez dodatku paszy (tab. 3).

W przypadku mieszanek A i B poddanych trawieniu w warunkach symulujacych
uktad pokarmowy drobiu przezywalno$¢ bakterii Lactobacillus spp. po zakonczeniu
pasazu wynosita odpowiednio: 84,2 1 78,0 %. Dodatek paszy spowodowat wzrost prze-
zywalnosci bakterii odpowiednio o 14,1 1 13,1 % (tab. 3). W przypadku mieszanki C,
zawierajacej] w swoim sktadzie najwicksza liczbg szczepdw probiotycznych, stwier-
dzono najwyzsza przezywalno$¢ tych bakterii wynoszaca na koniec pasazu nawet
107,3 % w przypadku dodatku paszy, ktora stymulowata wzrost bakterii. Dodatek
czynnika ochronnego, jaki stanowita pasza, mial zatem statystycznie istotny wptyw na
wzrost przezywalnos$ci bakterii z rodzaju Lactobacillus w warunkach symulujacych
odcinki przewodu pokarmowego (rys. 1, tab. 3).
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Objasnienia / Explanatory notes:

przed i po — oznacza poszczegdlny odcinek uktadu pokarmowego przed inkubacja i po niej / before and
after — means individual section of digestive tract before and after incubation. Na rysunku przedstawiono
wartosci §rednie (w postaci shupkow) 1 odchylenia standardowe (w postaci odcinkow) / Figure shows mean
values (bars) and standard deviations (line segments); * — roznice statystycznie istotne (p < 0,05) / statisti-
cally significant differences (p < 0.05).

Rys. 1. Przezywalnos$¢ bakterii Lactobacillus spp. w modelu in vitro uktadu pokarmowego drobiu
Fig. 1. Survivability of Lactobacillus spp. in in vitro model of digestive tract of poultry
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Tabela 3. Udziat bakterii Lactobacillus spp. w modelowym uktadzie pokarmowym drobiu przed trawie-
niem i po nim
Table 3.  Content of Lactobacillus spp. in model digestive tract of poultry before and after digestion
Et zial bakterii Lactobacillus spp. / Content of Lactobacillus spp. [%
Udzial bakterii Lactobacill /C f Lactobacill [%]
ap
A+pasza B+pasza C+pasza
Ste
P A A+feed B B+feed ¢ C+feed
Inokulum 100,0 £ 0,0
Inoculum B
przed | 882+0,2 | 94,0+1,6 | 88,622 | 92,1+0,1 92,7+1,1 | 993+0,6
Wole | before | FGHUIKL ABCDEF FGHIJKL DEFGH CDEFGH B
Crop po 87,5+0,7 | 93,1+23 | 86,839 | 902+1,5 | 89,733 | 97,1£24
after GHIJKLM CDEFG HIJKLMN FGHIJ FGHIJK BCDE
przed | 87,0+0,7 | 91,9+1,8 | 851+3,5 | 899+18 | 87,602 | 98,2+0,2
Zoladek | before | GHIIKLMN DEFGH IJKLMNO FGHIJK GHIJKLM BC
Gizzard 0 843+0,2 | 90,5+1,1 82,7+2,9 | 884+2,6 | 840+0,4 | 98,0+0,1
p
after JKLMNO FGHI LMNOP FGHIJKL KLMNOP BCD
JTelito przed | 80,4+0,3 | 90,3+1,1 81,1+1,5 | 88,1+2,4 | 833+0,7 | 97,7+0,3
cienkie | before op FGHIJ NOP FGHIJKL LMNOP BCD
Small po 842+0,2 | 983+23 | 78,044 | 91,1+4,1 81,9+0,5 | 107,3£2,6
intestine |  after JKLMNO BC P EFGHI MNOP A

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations. Wartos$ci $rednie oznaczone réznymi literami roznia si¢ statystycznie istotnie w zalezno$ci od
rodzaju i sposobu podania mieszanki probiotycznej oraz etapu transferu (p < 0,05) / Mean values denoted
by different letters differ statistically significantly depending on type and way of administering probiotic
mixture and on transfer step (p < 0.05).

Warto zaznaczy¢, ze kazda z badanych mieszanek probiotycznych poczatkowo
charakteryzowata si¢ taka sama liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus. Roznice doty-
czyty liczby szczepow bakterii Lactobacillus spp. Otrzymane wyniki wskazujg na naj-
wyzszg przezywalno$¢ mieszanki C, zawierajacej w sktadzie 5 szczepoéw bakterii
z rodzaju Lactobacillus (np. szczep Lb. paracasei £LOCK 1091 nieobecny w sktadzie
pozostalych mieszanek). Korzystny efekt obserwowany byt szczegdlnie w przypadku
podania mieszanek probiotycznych wraz z pasza. Prawdopodobnie za takie dzialanie
moze odpowiada¢ zastosowanie najwickszej liczby réznych szczepdéw i efekt synergi-
styczny pomigdzy nimi. Doktadne wyjasnienie mechanizméw zachodzacych pomiedzy
poszczegdlnymi szczepami jest jednak bardzo trudne i wymaga dalszych badan.

Przezywalnos¢ drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Poczatkowa liczba drozdzy Saccharomyces cerevisiae wynosita 1,04 x 107 +
2,61 x 107 jtk/ml (rys. 2).
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 2. Przezywalno$¢ drozdzy Saccharomyces cereviasiae w modelu in vitro uktadu pokarmowego
drobiu

Fig. 2. Survivability of Saccharomyces cereviasiae in in vitro model of digestive tract of poultry

Po 30 min inkubacji mieszanki C w warunkach symulujacych wole liczba droz-
dzy ulegta obnizeniu do poziomu odpowiednio: 4,00 x 10°i 7,40 x 10° jtk/ml w przy-
padku braku paszy badz jej dodatku. W mieszankach A i B zaobserwowano natomiast
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obnizenie liczby drozdzy o 1,5 rzedu wielko$ci. Dodatek paszy spowodowal natomiast
statystycznie istotny wzrost liczby drozdzy do poziomu 1,76 x 107 jtk/ml (mieszanka
A) oraz 9,80 x 10°jtk/ml (mieszanka B) — rys. 2.

Pomimo niekorzystnych warunkéw panujacych w zotadku, rowniez liczba droz-
dzy nie ulegla znaczacemu obnizeniu i wynosita: 3,61 x 10° jtk/ml (mieszanka B),
9,00 x 10’ jtk/ml (mieszanka A) i 1,71 x 10° jtk/ml (mieszanka C). Dodatek paszy
spowodowal, Ze liczba drozdzy S. cerevisiae bylta statystycznie istotnie wyzsza i wyno-
sita: 5,54 x 10° jtk/ml (C+pasza), 7,80 x 10° jtk/ml (B+pasza) i 1,15 x 10" jtk/ml
(A+pasza) —rys. 2.

Zaréwno w przypadku mieszanki A, B, jak i C obserwowano wzrost liczby droz-
dzy o: 5,11 1,9 % (odpowiednio: mieszanka A+pasza, mieszanka A), 3,41 1,3 % (od-
powiednio: mieszanka B+pasza, mieszanka B) oraz 1,7 % (mieszanka C) podczas in-
kubacji w warunkach symulujacych jelito cienkie (tab. 4).

W przypadku mieszanek probiotycznych poddanych trawieniu bez paszy udziat
drozdzy po zakonczeniu pasazu wynosit srednio 69,4 % (mieszanka B), 72,7 % (mie-
szanka A) i 80,5 % (mieszanka C). Dodatek paszy miat natomiast statystycznie istotny
wplyw na zwigkszenie przezywalnos$ci drozdzy (tab. 4).

Tabela 4. Udzial drozdzy Saccharomyces cerevisiae w modelowym uktadzie pokarmowym drobiu

Table 4.  Content of Saccharomyces cerevisiae yeast in model digestive tract of poultry

Udziat drozdzy Saccharomyces cereviasiae
Etap Content of Saccharomyces cerevisiae yeast [%)]
Step A A+pasza B B+pasza C C+pasza
Atfeed B+feed C+feed
Inokulum 100,0 0,0
Inoculum N
przed | 850+1,4 | 993+1,0 | 83,1+3,3 | 99,1+1,6 | 984+14 | 963+22
Wole | before DEFG A FG A AB ABC
Crop po 786+1,2 | 97,5+0,7 | 78,5+2,7 | 98,6+24 | 89,752 | 958+27
after GHIJ AB GHIJ AB BCDEF ABC
przed | 783+0,6 | 956+1,8 | 77,0+3,6 | 974+1,7 | 882+53 | 953+3,0
Zoladek | before GHIJ ABC GHIJK ABC CDEF ABC
Gizzard | po 772+1,5 | 936+0,0 | 76,6+33 | 96,8+2,1 | 843+4,7 | 942+32
after GHIJK ABCDE GHIJK ABC EFG ABCD
Jelito | przed | 70,8+52 | 929+0,2 | 682+49 | 950+3,6 | 788+3,6 | 93,2+4,0
cienkie | before 1JK ABCDE K ABC GHI ABCDE
Small po 72,7+4,5 | 979+3,8 | 694+1,0 | 984+20 | 80,5+3,5 | 92,5228
intestine | after HIJK AB JK AB FGH ABCDE

Objasnienia jak pod tab. 3. / Explanatory notes as in Tab. 3.
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Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono nieznaczne zmniejszenie prze-
zywalnosci bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. 1 drozdzy Saccharomyces cervisiae
obecnych w mieszankach A, B i C podczas pasazu w warunkach symulujacych zotg-
dek. Wyniki te wskazuja na wysoka tolerancj¢ tych mikroorganizméw na sok Zotad-
kowy 1 niskie pH, co jest zjawiskiem bardzo korzystnym. Wyniki badan in vitro
przeprowadzonych wczesniej w celu okreslenia whasciwosci probiotycznych zastoso-
wanych szczepow potwierdzity ich odporno$¢ na niskie pH i sole zblci. Tolerancja
szczepow na warunki panujace w zotadku stwierdzona natomiast w niniejszych bada-
niach pozwala na dodatkowe potwierdzenie kluczowych witasciwosci probiotycznych
badanych szczepow.

Warto zaznaczy¢, ze liczba bakterii Lactobacillus spp. wzrastata podczas inkuba-
cji w warunkach jelita cienkiego mieszanki A (zarowno bez dodatku paszy, jak i z jej
udziatem), natomiast w przypadku mieszanek B i C — tylko z dodatkiem paszy. Row-
niez w przypadku drozdzy na tym etapie transferu obserwowano zwickszenie ich licz-
by.

Podobne obserwacje opisano w badaniu przezywalnosci przetrwalnikow bakterii
Bacillus spp. DFM (ang. as directfed microbials) w warunkach symulujacych przewod
pokarmowy drobiu. Niezaleznie od sktadu paszy zaobserwowano obnizenie liczby
przetrwalnikéw bakterii w zotadku oraz ich wzrost (nawet o 2 rzedy wielkos$ci) w czeg-
sci jelitowej [9].

Przezywalno$¢ mikroorganizmow probiotycznych moze rowniez zaleze¢ od po-
staci, w jakiej sa podawane (forma utrwalenia oraz rodzaj matrycy) [9]. Musikasang
i wsp. [12] wykazali ochronny wptyw mikrokapsutkowania szczepu bakterii Entero-
coccus durans KT3L20 w modelu in vitro uktadu pokarmowego drobiu. Stwierdzili, ze
metoda ta powoduje zwigkszenie przezywalnosci tego szczepu $rednio o 1 rzad wiel-
kosci [12]. Przezywalnos$¢ bakterii fermentacji mlekowej w zotadku moze wzrosngc
w obecnosci produktow zywnosciowych lub paszowych, ktore majg wptyw na wartosc¢
pH i moga chroni¢ komorki przed wptywem pepsyny i kwasu zotadkowego [1].
W badaniach wtasnych wykazano ochronny wptyw paszy na przezywalnos$¢ bakterii
Lactobacillus spp. i drozdzy Saccharomyces cereviasiae w warunkach symulujacych
przewod pokarmowy drobiu.

Whioski

1. Stwierdzono, ze szczepy bakterii Lactobacillus spp. oraz drozdze Saccharomyces
cerevisiae zastosowane w mieszankach probiotycznych A, B i C wykazujg wysoka
przezywalnos¢ w symulowanym uktadzie pokarmowym drobiu.

2. Dodatek paszy stanowi czynnik ochronny i ma korzystny wpltyw na zwigkszenie
przezywalnosci bakterii, zwtaszcza w warunkach jelita cienkiego.
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3.

Wysoka przezywalno$¢ mikroorganizméw Lactobacillus spp. oraz drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae w modelu in vitro uktadu pokarmowego moze wskazywac
na ich potencjalne zastosowanie jako komponentdw preparatow probiotycznych
1 umozliwia kontynuacj¢ badan w warunkach in vivo.

Projekt zostal czesciowo sfinansowany ze Srodkow Funduszu Mtodych Liderow

Nauki, Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej oraz grantu
NCBIR o numerze PBS3/48/32/20135.
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SURVIVABILITY OF PROBIOTIC MICROORGANISMS IN IN VITRO MODEL
OF POULTRY DIGESTIVE TRACT

Summary

The objective of the research study was to assess the survivability of probiotic strains of Lactobacillus
spp. and Saccharomyces cerevisiae under the model conditions that simulated selected sections of the
digestive tract of poultry. The strains tested were administered to the animals without feed or with feed.
The microorganisms as named above are included in the newly developed probiotic mixtures (A, B and
C). The survivability of the bacteria and yeasts tested under the simulated conditions of the crop, gizzard
and small intestine was determined using a culture method. Initially the average count of Lactobacillus
spp. was 1.00 — 1.95 x 10° CFU/ml, while the average count of yeast was 1.04 — 3.00 x 10’ CFU/ml. As a
result of the passage of samples without feed, the count of bacteria and yeast was reduced in the subse-
quent sections of the simulated digestive tract; in the small intestine it was, on average, 2 orders of magni-
tude lower. However in the case of the feed with probiotic mixtures, the count of Lactobacillus spp. in the
small intestine was, on average, 1 order of magnitude higher and that of yeast, on average, 1.5 orders of
magnitude higher compared to the mixtures without feed. Thus, the added feed constituted a protective
factor against the adverse conditions of the environment of digestive tract under the model study. Based on
the results obtained, it is concluded that probiotic mixtures may be potentially applied as an additive in
feeds intended for poultry.

Key words: probiotics, Lactobacillus, Saccharomyces, digestive tract, poultry
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Streszczenie

Celem pracy byla izolacja i identyfikacja szczepow bakterii kwasu octowego (AAB) w systemie poli-
fazowym oraz wstgpne zdefiniowanie in vitro ich potencjalnych wtasciwosci probiotycznych w warun-
kach laboratoryjnych.

Materiat do izolacji bakterii kwasu octowego stanowily owoce sezonowe pochodzace z lokalnych
upraw z wojewodztwa mazowieckiego i t6dzkiego oraz kultura startowa do produkcji Kombuchy. Identy-
fikacje szczepdw przeprowadzono z zastosowaniem systemu polifazowego bazujacego na charakterystyce
morfologicznej, uzdolnieniach biochemicznych i identyfikacji genetycznej. Na podstawie otrzymanych
wynikow utworzono kolekcje szczepow AAB bezpiecznych dla zdrowia ludzi, nastepnie okreslono anty-
biotykowrazliwo$¢ na 12 wybranych substancji bakteriobojczych i wykonano testy in vitro przezywalno-
sci wyselekcjonowanych szczepdw w warunkach modelowego przewodu pokarmowego czltowieka. Na
podstawie analizy fenotypu i sekwencjonowania genu 16S rRNA sposrod 9 izolatow bakterii kwasu octo-
wego do badan wybrano 3 szczepy nalezace do gatunku Gluconobacter oxydans: H31 wyizolowany
z czarnej porzeczki oraz H30 i H32 — z kultury startowej do produkcji herbaty Kombucha. Stwierdzono, ze
2 szczepy: G. oxydans H30 wyizolowany z Kombuchy i G. oxydans H31 pochodzacy z czarnej porzeczki
charakteryzuja si¢ dobra przezywalnoscia $rednio na poziomie 6 log jtk/ml podczas pasazu przez modelo-
wy uktad pokarmowy czlowieka i tym samym spelniaja jedno z podstawowych kryteriow dla bakterii
potencjalnie probiotycznych. Wszystkie badane szczepy wykazywaly zblizona antybiotykowrazliwosé.
Przeprowadzona diagnostyka wyselekcjonowanych szczepow bakterii kwasu octowego stanowi podstawe
do dalszych badan tych mikroorganizméw w kierunku potwierdzenia pozostatych cech probiotycznych.
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Wprowadzenie

Bakterie kwasu octowego (ang. Acetic Acid Bacteria, AAB) sg to tlenowe, Gram-
ujemne paleczki nalezace do bardzo zréznicowanej grupy mikroorganizmow szeroko
rozpowszechnionych w przyrodzie. Zrodtem ich izolacji sa przede wszystkim $rodowi-
ska pochodzenia roslinnego, w tym kwiaty, owoce, ale rowniez zywnos$¢ naturalnie
fermentowana, octy, nap6j herbaciany Kombucha, fermentowany napdj na bazie ziaren
kakaowca oraz mikrobiologicznie zanieczyszczone wina, piwa i miody pitne [1, 2, 6, 8,
13]. Rodzaje Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter 1 Komagataeibacter od
tysigcleci majg znaczacy udziat w zyciu i1 dzialalnos$ci cztowieka. Sg one wykorzysty-
wane zardOwno w przemysle spozywczym, jak i w biotechnologii. W literaturze przed-
miotu znajdujg si¢ doniesienia na temat prozdrowotnego dziatania metabolitow synte-
zowanych przez bakterie AAB [10, 12, 17]. Wybrane szczepy AAB charakteryzuja si¢
szeregiem wilasciwosci prozdrowotnych, w tym zdolnoscia do produkcji kwasu gluko-
nowego, glukuronowego i syntezy witaminy C [10, 12, 14]. Mimo wielu korzysci
zdrowotnych nie sg one uznawane jako potencjalnie probiotyczne. Dlatego zbadanie tej
grupy mikroorganizmow pod wzgledem ich wlasciwosci probiotycznych, a tym samym
pozytywnego oddziatywania na ludzi, moze stanowi¢ dobra alternatywe dla konwen-
cjonalnych probiotykow.

Celem pracy byla izolacja i identyfikacja bakterii kwasu octowego w systemie po-
lifazowym z surowcow pochodzenia roslinnego oraz wstepne zdefiniowanie potencjal-
nych wlasciwosci probiotycznych in vitro otrzymanych szczepow.

Material i metody badan

Materiat do izolacji bakterii kwasu octowego stanowily owoce sezonowe pocho-
dzace z lokalnych upraw z wojewddztwa mazowieckiego i todzkiego: maliny (Rubus
idaeus L.), mirabelki (Prunus domestica L.), jabtka (Malus domestica L.), poziomki
(Fragaria vesca L.), czarne porzeczki (Ribes nigrum L.) 1 czerwone porzeczki (Ribes
rubrum L.). W celu wyizolowania szczepoéw bakterii AAB materiat ro§linny poddawa-
no fermentacji. Surowiec o masie 50 g zalewano 100 ml jalowego roztworu soli fizjo-
logicznej z 2-procentowym dodatkiem etanolu. Proces fermentacji prowadzono na
wytrzasarce przez 96 h w temp. 28 °C.

Izolacje szczepdw bakterii AAB prowadzono metodg posiewu powierzchniowego
z wykorzystaniem modyfikowanego podioza stalego GCA (ang. Glucose Calcium
Carbonate and Agar) zawierajacego sktadniki wymagane do wzrostu bakterii (2 %
glukozy, 0,3 % peptonu K, 0,3 % ekstraktu drozdzowego, 0,7 % weglanu wapnia).
Podtoza uzupelniano 2-procentowym dodatkiem alkoholu etylowego, ktéry stanowi
podstawowy substrat do tworzenia kwasu octowego. Do pozywki dodawano takze
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nystatyn¢ hamujacg wzrost drozdzy i plesni. Zaszczepione podtoza inkubowano przez
72 h w temp. 28 °C, systematycznie oceniajac wzrost mikrobioty.

Jako zrodto izolacji AAB stosowano rowniez kulture startowg fermentowanego
napoju herbacianego Kombucha (ang. Symbiotic Cultures of Bacteria and Yeast,
SCOBY). W celu wyizolowania monokultur bakterii kwasu octowego kulture startowa
wykorzystywano do zaszczepiania naparu z czarnej herbaty, ktory sporzadzano wedtug
Neffe-Skocinskiej 1 wsp. [12]. Z tak przygotowanego napoju fermentowanego prowa-
dzono izolacj¢ czystych kultur AAB. Wykonywano szereg 10-krotnych rozcienczen,
przenoszac 1 ml napoju do 9 ml soli fizjologicznej, nastepnie wykonywano posiew
powierzchniowy napoju na podtoze GCA. Zaszczepione pozywki inkubowano przez
72 h w temp. 28 °C.

Selekcja kultur bakterii kwasu octowego polegala na ocenie makroskopowych
cech wzrostu mikroorganizmow, obserwacjach mikroskopowych oraz podstawowych
testach biochemicznych. Po inkubacji posiewow na podtozu GCA, biate, kremowe,
brazowe i rozowe kolonie charakteryzujace si¢ zdolno$cig tworzenia kwasow orga-
nicznych (powstanie stref przejasnienia podloza na skutek rozpuszczenia weglanu
wapnia) przesiewano na nowg agarowg pozywke GCA technikg posiewu redukcyjne-
go. Otrzymane monokultury oceniano mikroskopowo z zastosowaniem mikroskopu
OLYMPUS BX41 (Olympus, Japonia) wyposazonego w wysokorozdzielczag kamere
cyfrowg DP72. Podstawowe testy biochemiczne obejmowaly okreslenie aktywnosci
oksydazy cytochromowej IV (Merck, Niemcy), katalazy (Merck, Niemcy) i aminopep-
tydazy L-alaniny (Merck, Niemcy).

W kolejnym etapie dokonywano genetycznej identyfikacji wybranych monokultur
szczepow AAB. Izolacje genomowego DNA przeprowadzano z wykorzystaniem ko-
mercyjnego zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology, Polska), postepujac zgodnie
z procedurg dostarczong przez producenta. W celu amplifikacji genu 16S rRNA prze-
prowadzano reakcj¢ tancuchowej polimerazy (PCR) z uzyciem termocyklera MJ Mini
(Bio-Rad Hercules, CA, USA) zgodnie z metodyka Kregiel i wsp. [11], wykorzystujac
startery o sekwencjach nukleotydowych 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAT-3’
1 5'-CGGCTACCTTGTTACGAC-3'). Mieszanina reakcyjna zawierata 24 pl polimera-
zy REDTaq ReadyMix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 24 ul wody o czystosci prze-
znaczonej do reakcji PCR, 1 pl matrycy DNA (50 ng) i po 0,4 ul starteréw (100 uM).
Protokot amplifikacji obejmowat wstepng denaturacje (94 °C, 2 min) i 39 cykli sktada-
jacych si¢ z etapu denaturacji (94 °C, 1 min), hybrydyzacji (55 °C, 1 min), elongacji
(72 °C, 3 min) oraz koncowg elongacje w temp. 72 °C w ciggu 2 min. Nast¢pnie pro-
dukty reakcji PCR poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu w 1-procentowym
zelu agarozowym w buforze 0,5xTBE z dodatkiem barwnika SimplySafe (EURx, Pol-
ska). Trzeci etap identyfikacji genetycznej obejmowal sekwencjonowanie produktow
PCR. W tym celu uzywano terminatora BigDye Terminator Ready Reaction Cycle
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Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) oraz sekwenatora Applied
Biosystems model 3730 (Genomed, Polska). Otrzymane sekwencje nukleotydowe po-
rownywano z sekwencjami genu 16S rRNA bakterii kwasu octowego, zdeponowanymi
w bazie The National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, USA),
przy uzyciu programu BLASTN 2.2.27+ (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Etap izolacji i
identyfikacji szczepéw AAB przeprowadzano w Instytucie Technologii Fermentacji i
Mikrobiologii Politechniki L.odzkie;.

Drugi etap badan prowadzono w Zakladzie Higieny i Zarzadzania Jakoscia Zyw-
nosci SGGW w Warszawie, a dotyczyt on oceny wrazliwosci na wybrane antybiotyki
oraz przezywalno$ci wyselekcjonowanych szczepéw AAB w warunkach modelowego
przewodu pokarmowego cztowieka (testy in vitro).

Testy wrazliwosci badanych szczepow AAB na wybrane antybiotyki wykonywa-
no za pomocg paskow gradientowych MIC Strip (Liofilchem Diagnostici, Wtochy).
Metoda polega na oznaczeniu minimalnego stezenia hamujacego (ang. Minimal Inhibi-
tory Concentration, MIC) antybiotyku przeciwko mikroorganizmom na impregnowa-
nym pasku papierowym o zdefiniowanym gradiencie stezenia danej substancji bakte-
riobojczej (ug/ml).

Ostatnim etapem zaplanowanych badan byto okreslenie przezywalnos$ci szczepow
AAB w symulowanych warunkach przewodu pokarmowego. Sktad i sposob przygoto-
wania sokow trawiennych wykonywano na podstawie publikacji Rzepkowskiej 1 wsp.
[13]. Przygotowane roztwory elektrolitow poddawano sterylizacji w temp. 121 °C
przez 15 min. Enzymy (Sigma Aldrich, Niemcy), takie jak lizozym (1 g/l), pepsyne
(0,3 g/1) i pankreatyne (1 g/l) dodawano bezposrednio przed rozpoczgciem doswiad-
czenia. Analizowano dwa poziomy pH soku zotadkowego: 2,0 i 2,5. Przezywalno$¢
bakterii oznaczano przed uptywem 120 min trawienia w soku zotagdkowym oraz po tym
czasie. Podobnie postgpowano w przypadku soku jelitowego. Prowadzono analizy
przed uptywem 180 min trawienia szczepow w zotci o stezeniu 0,3 % oraz po tym
czasie. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtdrzeniach, niezaleznie dla kaz-
dego zakresu pH soku zotadkowego przy stalym pH soku jelitowego i stezeniu zolci.
Proces inkubacji sokoéw trawiennych z dodatkiem badanych szczepdéw bakterii AAB
prowadzono w temp. 37 °C. Do badan przygotowywano 24-godzinne hodowle szcze-
pow AAB w ptynnej pozywce GCA. Poczatkowa liczba komoérek bakterii w inokulum
wynosita $rednio ok. 7 log jtk/ml. Posiewy mikrobiologiczne w kierunku okreslenia
przezywalnos$ci badanych bakterii wykonywano metoda kropelkowa przed inkubacja
w odpowiednim soku trawiennym i po niej. W tym celu pobierano po 100 pl zawiesiny
1 posiewano po 5 kropel o objetosci 20 pl na powierzchni¢ ptytek z zastygnietym pod-
tozem GCA. Po wchtonieciu zawiesiny plytki inkubowano przez 48 h w temp. 25 °C.

Analize wynikow przeprowadzono w programie Statistica (wersja 13, Statsoft,
Polska). Wykonano test T dla prob zaleznych przy p < 0,05.
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Wyniki i dyskusja

Bakterie kwasu octowego naleza do bardzo zréznicowanej grupy mikroorgani-
zmow zaréwno pod wzgledem morfologicznym jak i biochemicznym. Cechg charakte-
rystyczng wszystkich bakterii AAB jest aktywnos$¢ katalazy i aminopeptydazy
L-alaniny przy jednoczesnym braku aktywnosci oksydazy cytochromowej IV, co m.in.
pozwala odr6zni¢ omawiane mikroorganizmy od pozostatej mikroflory badanych su-
rowcow, w tym od bakterii fermentacji mlekowej. Otrzymane szczepy AAB na podto-
7zu GCA rosty w postaci kremowych lub jasnobrgzowych kolonii z wyraznymi strefami
przejasniania, ktére powstaty w wyniku rozpuszczenia weglanu wapnia przez syntezo-
wane kwasy organiczne. Niektére z otrzymanych szczepdw AAB charakteryzowaty si¢
zdolnos$cia syntezy barwnych metabolitow do $srodowiska, o czym §wiadczyla brazowa
barwa pozywki hodowlanej. Wszystkie wyizolowane i wybrane do dalszych badan
szczepy AAB wykazywaty charakterystyczne dla tej grupy wlasciwosci biochemiczne.
W zwigzku z powyzszym juz po pierwszym etapie identyfikacji fenotypowej dokonano
selekcji otrzymanych szczepow i wybrano szczepy bakterii pochodzace z malin, mira-
belek, czarnej i czerwonej porzeczki oraz z Kombuchy. Na tym etapie wyselekcjono-
wano lacznie 9 szczepéw AAB. Z uwagi na otrzymane wyniki testow biochemicznych,
jak réwniez zdolnos$¢ do tworzenia bragzowego barwnika, wyizolowane szczepy wstep-
nie zaklasyfikowano do rodzajow Gluconobacter i Komagataeibacter (tab. 1).

Do dalszych badan dotyczacych przezywalnosci w symulowanych warunkach
przewodu pokarmowego i oporno$ci na wybrane antybiotyki wybrano 3 szczepy nale-
zace do gatunku Gluconobacter oxydans — H30, H31 i H32 (tab. 2). Szczepy wybrano
na podstawie otrzymanych wynikow identyfikacji genotypowej z wykorzystaniem
sekwencjonowania genu 16S rRNA. Podczas wyboru kierowano si¢ wlasciwosciami
rodzaju Gluconobacter, ktory nie wykazuje patogennosci w stosunku do ludzi i zwie-
rzat. Dodatkowo bakterie z tego rodzaju sg szeroko stosowane w przemysle, zarowno
spozywczym, biotechnologicznym, jak i do produkcji biosensorow [9, 16, 17]. Gluco-
nobacter sp. s3 szczegdlnie wartosciowe ze wzgledu na zdolno$¢ do produkcji proz-
drowotnego kwasu glukonowego i glukuronowego. Wichienchot i wsp. [16] zaobser-
wowali, ze glukooligosacharydy produkowane przez szczep G. oxydans NCIMB 4943
wykazuja wlasciwosci prebiotyczne w stosunku do mikroflory jelitowej cztowieka.
Dodatkowo bakterie AAB, w tym Gluconobacter sp. cechuje oporno$¢ na niskie pH
srodowiska [8, 9].

Liczba bakterii AAB w hodowlach wyjsciowych uzytych do badan in vitro wyno-
sita dla wszystkich badanych szczepow S$rednio 7 log jtk/ml. Przedstawiono wyniki
przy dwoch wartosciach pH soku zoladkowego (2 1 2,5) oraz pH soku jelitowego 7,8
(rys. 1 1 2). Wykazano, ze sok zotadkowy o pH 2 z dodatkiem pepsyny i lizozymu
wplynat istotnie na liczb¢ komorek AAB. Zaobserwowano, ze szczep G. oxydans H30
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Tabela 1.  Wyniki podstawowych testow biochemicznych izolatow AAB
Table 1.  Results of basic biochemical tests for AAB isolates

Symbol Zrédlo izolacji Aktywnos¢ | AktywnoS¢ Aktywnosc Klasyfikacja wstepna
szczepu katalazy oksydazy aminopeptydazy .
Source of . . . Preliminary
Symbol . . Catalase Oxidase Aminopeptidase . .
. isolation .. .. . classification
of strain activity activity activity
H19 Rla:/slzgrel:ry + - + Gluconobacter sp.
H21 11\\4/11;2221111(: + - + Gluconobacter sp.
H23 Rla:/slzgrel:ry + - + Gluconobacter sp.
Czerwona
H24 porzeczka + - + Gluconobacter sp.
Red currant
Czarna
H28 porzeczka + - + Gluconobacter sp.
Black currant
H29 Rla:/slzgrel:ry + - + Gluconobacter sp.
H30 Kombucha + - + Komagataeibacter sp.
Czarna
H31 porzeczka + - + Gluconobacter sp.
Black currant
H32 Kombucha + - + Komagataeibacter sp.

Objasnienia / Explanatory notes:
17— wykazuje aktywno$¢ wybranego enzymu / shows activity of selected enzyme; ,,-” — brak aktywnosci
wybranego enzymu / no activity of the selected enzyme.

wyizolowany z Kombuchy i szczep G. oxydans H31 pochodzacy z czarnej porzeczki
charakteryzujg si¢ stosunkowo mata wrazliwoscig na modelowe warunki uktadu po-
karmowego cztowieka, a tym samym spetniajg wymagania stawiane bakteriom poten-
cjalnie probiotycznym. Najwiekszg wrazliwo$cig charakteryzowat si¢ szczep H32 po-
chodzacy z kultury startowej Kombuchy. Zmniejszenie liczby bakterii obserwowano
rowniez w srodowisku o pH 2,5. W tym przypadku zmniejszenie wynosito jeden rzad
logarytmiczny po 2 h inkubacji w soku zotadkowym (6,68 log jtk/ml) i dwa rzedy po
3-godzinnej inkubacji w soku jelitowym (5,07 log jtk/ml). Dla poréwnania w soku
zotadkowym o pH 2 liczba bakterii szczepu H32 ksztattowata si¢ na poziomie 3,35 log
jtk/ml.
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Tabela 2. Klasyfikacja taksonomiczna izolatdéw na podstawie sekwencji genu 16S rRNA

Table 2.  Taxonomic classification of isolates based on the 16S rRNA gene sequence
Symbol Klasytikacja wstgpna Klasyﬁkaqg na Wybér do
; . . (cechy fenotypowe) podstawie ,
szczepu Zrodlo izolacji o . . dalszych badan
. . Preliminary sekwencjonowania .
Symbol | Source of isolation . . . . Selection for
. classification Classification based on .
of strain . . further testing
(phenotypic features) sequencing
HI19 Rz/slzglel:ry Gluconobacter sp. Asaia sp.
Mirabelka .
H21 Mirabelle Gluconobacter sp. Serratia sp.
Malina .
H23 Gluconobacter sp. Gluconobacter cerinus
Raspberry
Czerwona po- nie / no
H24 rzeczka Gluconobacter sp. Gluconobacter cerinus
Red currant
H28 Czarna porzeczka Gluconobacter sp. Gluconobacter cerinus
Balck currant
Malina .
H29 Gluconobacter sp. Gluconobacter cerinus
Raspberry
H30 Kombucha Komagataeibacter sp. Gluconobacter oxydans
Czarna porzeczka
H31 Black currant Gluconobacter sp. Gluconobacter oxydans tak / yes
H32 Kombucha Komagataeibacter sp. Gluconobacter oxydans

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze szczep G. oxydans H30 wyizolo-
wany z Kombuchy i szczep G. oxydans H31 pochodzacy z czarnej porzeczki wykazaty
stosunkowo matg wrazliwos¢ na warunki modelowego uktadu pokarmowego cztowie-
ka 1 osiggnety ostatecznie warto$¢ 6 log jtk/ml. Bhardwaj i wsp. [3] oraz Haghshenas
1 wsp. [10] podkres$laja, ze bakterie probiotyczne sg dostarczane do organizmu gtdéwnie
za posrednictwem zywnos$ci. Pomijajac jame ustng, pierwszg i jednocze$nie najwigkszg
barierg dla ich przezywalno$ci sg warunki panujace w zotadku, ktore probiotyki po-
winny tolerowa¢ minimum przez 90 min, zanim bedg mogty skolonizowa¢ dalsze cze-
sci uktadu pokarmowego i wywotaé efekt prozdrowotny. W jamie ustnej czynnikiem
nickorzystnym jest obecnos$¢ lizozymu. W zolgdku, obok niskiego pH, czynnikiem
niszczacym komorki bakteryjne jest pepsyna. Zaprojektowany w niniejszych bada-
niach sok Zzotagdkowy zawieral w swoim sktadzie obydwie substancje. Kolejng bariera
dla probiotykoéw sa sole zolci, ktorych fizjologiczne stg¢zenie w organizmie cztowieka
wynosi 0,15 = 0,5 % ($rednio 0,3 %). Do zaprojektowanego soku jelitowego dodano
tez pankreatyng, ktora fizjologicznie jest wydzielana przez zewnatrzwydzielnicze ko-
morki trzustki jako mieszanina enzymow: proteazy, amylazy, lipazy [13]. Wymienione
sktadniki soku jelitowego charakteryzujg si¢ negatywnym dziataniem w stosunku do
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komorek bakteryjnych, m.in. przez zwigkszanie przepuszczalnosci bton komérkowych
[12, 18].
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Objasnienia / Explanatory notes:

SZ — sok zotadkowy / GJ — gastric juice; SJ — sok jelitowy / IJ — intenstinal juice. Na rysunku przedsta-
wiono warto$ci $rednie (w postaci stupkow) i odchylenia standardowe (w postaci odcinkow) / Figure
shows mean values (bars) and standard deviations (line segments); * — wartosci statystycznie istotne
(p £0,05) / statistically significant values (p < 0.05).

Rys. 1. Przezywalnos$¢ szczepéw AAB w modelowych warunkach przewodu pokarmowego cztowieka
po trawieniu w soku zotadkowym o pH 2,0 i soku jelitowym o pH 7,8.

Fig. 1.  Survival of AAB strains under model conditions of human gastrointestinal tract after digestion in
gastric juice of pH 2.0 and in intestinal juice of pH 7.8.

Wynik oznaczania lekowrazliwosci jest interpretowany z zastosowaniem odpo-
wiednich warto$ci granicznych, tzw. rekomendacji amerykanskich CLSI (Clinical La-
boratory Standards Institute) lub europejskich EUCAST (European Committee on An-
timicrobial Susceptibility Testing). Na podstawie tych wytycznych kwalifikuje sig¢
dany mikroorganizm do kategorii ,,wrazliwy” (S), ,.sredniowrazliwy” (I) lub ,,oporny”
(R) na dany antybiotyk [7]. Specyficzne warto$ci graniczne sg opracowane w Szcze-
g6Inosci dla mikroorganizméw patogennych. Brakuje szczegétowych wytycznych dla
bakterii niechorobotwoérczych, w tym dla bakterii kwasu octowego. W tab. 3. przed-
stawiono wyniki oznaczania minimalnych stezen hamujacych (MIC) wybranych anty-
biotykow przeciwko trzem wyselekcjonowanym szczepom G. oxydans (H30, H31
1H32). Na 12 badanych antybiotykow szczepy wykazaty catkowita opornosé
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 2. Przezywalno$¢ badanych szczepow AAB w modelowych warunkach przewodu pokarmowego
po trawieniu w soku zotadkowym o pH 2,5 i soku jelitowym o pH 7,8.

Fig. 2. Survival of AAB strains under model conditions of human gastrointestinal tract after digestion in
gastric juice of pH 2.5 and in intestinal juice of pH 7.8.

Tabela 3. Wartosci minimalnego stezenia hamujacego wzrost szczepéw AAB na wybrane antybiotyki
Table 3.  Minimum concentration values inhibiting the growth of AAB strains on selected antibiotics

Antybiotyk / Antibiotic
AMP | c Jco [ eN [ E [k[P[ s [TE] va | smx CIP
Szcz'ep Stezenie / Concentration [pg/ml]
Strain
MIC MIC MIC
0+256 0+1024 | 032
H30 32 24 R 0,75 96 1 |R| L5 4 96 R 0,12
H31 64 48 R 0,75 96 1 | R | 05 1 64 96 0,19
H32 32 24 R 0,75 96 I |R| 1,5 4 96 R 0,12

Objasnienia / Explanatory notes:

AMP — ampicylina / ampicillin, C — chloramfenikol / chloramphenicol, CD — klindamycyna / clindamycin,
CN — gentamycyna / gentamicin, E — erytromycyna / erythromycin, K — kanamycyna / kanamycin, P —
penicylina / penicillin, S — streptomycyna / streptomycin, SMX — sulfametoksazol / sulfamethoxazole, TE
— tetracyklina / tetracycline, VA — wankomycyna / vancomycin, CIP — cyprofloksacyna / ciprofloxacin;
MIC — minimalne stgzenie hamujace / minimum inhibitory concentration; R — catkowita oporno$¢ szczepu
na dany antybiotyk / total resistance of strain to given antibiotic.
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w stosunku do klindamycyny (CD) i penicyliny (P). Szczep G. oxydans H31 wyizolo-
wany z czarnej porzeczki jako jedyny wykazal wrazliwo$¢ na dziatanie sulfametoksa-
zolu (SMX). W tym przypadku minimalne st¢zenie hamujace wzrost bakterii wynosito
96 ug/ml. Szczepy wyizolowane z Kombuchy G. oxydans H30 i H32 wykazywaty
natomiast brak wrazliwo$ci w stosunku do SMX. Dodatkowo w przeprowadzonym
doswiadczeniu wykazano, ze wszystkie badane szczepy AAB wykazywaly bardzo
zblizong wrazliwo$¢ na wigkszo$¢ sposrod 12 zastosowanych antybiotykow, w tym na
wankomycyng, ktéra jest jednym z tzw. antybiotykdéw o wysokiej efektywnosci hamo-
wania rozwoju infekcji bakteryjnych [5, 7]. Opornos¢ mikroorganizméw probiotycz-
nych, badz potencjalnie probiotycznych, na ten lek jest dlatego jednym z wazniejszych
kryteriow podczas selekcji i wyboru szczepdéw [10]. Na uwage zasluguje tez to, ze
sposrod trzech badanych szczepow tylko bakterie wyizolowane z czarnej porzeczki
(H31) byly wrazliwe na sulfametoksazol, czyli lek nalezacy do sulfonamidow o dziata-
niu bakteriostatycznym. Calkowita opornos¢ wszystkich badanych szczepoéw odnoto-
wano natomiast tylko w przypadku klindamycyny i penicyliny. W chwili obecnej
EUCAST [7] definiuje jedynie warto$ci graniczne dotyczace trzech antybiotykow, ale
bez wskazania konkretnych gatunkéw drobnoustrojow (penicylina: S <250 i R > 2000,
ampicylina: S <200 i R > 8000, cyprofloksacyna: S <250 1 R > 500 pug/l), stad brakuje
odniesienia do uzyskanych wynikow. Przeprowadzone badania szczepow G. oxydans
H30, H31 i H32 mogg stanowic istotng podstawe do diagnozowania antybiotykoopor-
nosci nowych potencjalnie probiotycznych szczepow bakterii kwasu octowego.
Aktualna definicja drobnoustrojow o wtasciwosciach prozdrowotnych, probio-
tycznych zostata opublikowana w 2002 roku przez zespot ekspertow FAO/WHO.
Zgodnie z nig drobnoustroje probiotyczne sg to zywe mikroorganizmy, ktére, podawa-
ne w odpowiedniej liczbie, wywierajg korzystny wplyw na zdrowie cztowieka lub
zwierzat, w tym gtéwnie na mikroflor¢ jelitowg. Dodatkowo tylko te drobnoustroje
moga by¢ uznane za probiotyczne, ktorym podczas badan in vitro oraz in vivo nadano
status GRAS oraz udowodniono korzystne efekty dla zdrowia. Okreslenie ,,drobnou-
stroje” w wyzej wymienionej definicji dotyczy zarowno wyselekcjonowanych szcze-
pow bakterii, jak i drozdzy. Najczesciej jednak, zarowno w sferze nauki, jak 1 przemy-
shu, okreslenie to zawezane jest do grupy bakterii kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid
Bacteria, LAB). Wigkszos$¢ badan in vitro czy in vivo dotyczy szczepdw bakterii LAB
pochodzacych z przewodu pokarmowego czitowieka. W najnowszych doniesieniach
naukowych znajduja si¢ jednak informacje na temat pozyskiwania nowych szczepow
o wlasciwosciach prozdrowotnych, probiotycznych z zywnosci fermentowanej sponta-
nicznie [13]. Druga nowa koncepcja jest zwrdcenie uwagi na inne rodzaje drobnoustro-
jow niz bakterie LAB, m.in. na drozdze czy bakterie kwasu octowego. AAB wykazuja
duza zdolnos¢ adaptacji do panujacych warunkéw srodowiskowych, w przeciwien-
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stwie do wigkszo$ci znanych szczepow probiotycznych nalezacych do bakterii fermen-
tacji mlekowej, co jest wazng cecha technologiczng w produkcji Zzywnosci.

Kolejnym waznym problemem jest naduzywanie antybiotykow, co skutkuje roz-
przestrzenianiem si¢ gendw opornosci na antybiotyki pomig¢dzy innymi populacjami
mikroorganizméw, dlatego wrazliwos¢ probiotykéw na konwencjonalne antybiotyki
zaczyna stanowi¢ jedng z podstawowych cech prozdrowotnych takiego szczepu. Naj-
bardziej popularne szczepy probiotyczne nalezace gléwnie do grupy LAB moga naby-
wac badz przekazywac geny opornosci na antybiotyki innym szczepom probiotycznym
lub bakteriom patogennym [4, 10, 15].

Przedstawione wyniki badan maja charakter nowatorski i sg pierwsza probg cha-
rakterystyki wybranych szczepoéw bakterii kwasu octowego jako mikroorganizmow
probiotycznych. Na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych stwierdzono, ze
wykazuja one pozadane cechy bakterii probiotycznych. Udowodniono, ze wyselekcjo-
nowane szczepy AAB maja zdolno$¢ przezywania w modelowym przewodzie pokar-
mowym czlowieka. Aktualnie za wywolujacag efekt probiotyczny uznaje si¢ liczbe
mikroorganizméw na poziomie minimum 10° jtk znajdujacych si¢ w gramie/mililitrze
produktu zywno$ciowego lub preparatu farmaceutycznego. W przedstawionych bada-
niach taki wynik uzyskano po 2 h trawienia hodowli monokultur AAB w soku Zotad-
kowym, co jest dodatkowym potwierdzeniem stusznosci wybrania tej grupy bakterii do
badan w kierunku ich potencjalnych wiasciwosci probiotycznych. Podsumowujac,
mozna stwierdzi¢, ze odpowiednio opracowana i prowadzona diagnostyka w grupie
bakterii kwasu octowego moze by¢ istotnym wktadem naukowym w rozszerzanie wie-
dzy na temat potencjalnie prozdrowotnych wtasciwosci tych drobnoustrojow.

Whioski

1. Na podstawie analizy fenotypu i sekwencjonowania genu 16S rRNA sposrod
dziewieciu izolatow bakterii kwasu octowego, do badan w kierunku okreslenia po-
tencjalnych cech probiotycznych wybrano trzy szczepy nalezace do gatunku
G. oxydans: H31 wyizolowany z czarnej porzeczki oraz H30 i H32 — z kultury star-
towej do produkcji herbaty Kombucha.

2. Stwierdzono, ze dwa szczepy G. oxydans: H30 wyizolowany z Kombuchy
1 G. oxydans H31 pochodzacy z czarnej porzeczki charakteryzujg si¢ dobrg prze-
zywalno$cig, srednio na poziomie 6 log jtk/ml, podczas pasazu przez modelowy
uktad pokarmowy cztowieka i tym samym spetniajg jedno z podstawowych kryte-
riow bakterii potencjalnie probiotycznych.

3. Wszystkie badane szczepy wykazywaty zblizong antybiotykowrazliwos¢. Stwier-
dzono, ze otrzymane wyniki mogg stanowi¢ istotng podstawe do diagnozowania
antybiotykoopornosci nowych szczepdéw potencjalnie probiotycznych, dotyczacych
bakterii kwasu octowego.
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4. Przeprowadzona diagnostyka wyselekcjonowanych szczepdéw bakterii kwasu oc-
towego stanowi podstawe do dalszych badan tych mikroorganizméw w kierunku
innych cech potencjalnie probiotycznych.

Badania wykonano w ramach wewnetrznego trybu konkursowego dla mtodego
pracownika nauki SGGW w Warszawie.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF ACETIC ACID BACTERIA WITH POTENTIAL
PROHEALTH PROPERTIES

Summary

The objective of the research study was to isolate and identify acetic acid strains (AAB) in the poly-
phasic system and to in vitro predefine their potential probiotic properties under the laboratory conditions.

The material for the isolation of acetic acid strains were seasonal fruits from local crops in the Ma-
zovian and L6dZ provinces and a starter culture for the production of Kombucha. The strain identification
was carried out using a polyphasic system based on the morphological profile, biochemical abilities and
genetic identification. Based on the results obtained, an AAB strain collection was created that were safe
for the human health. Next, there was determined the antibiotic susceptibility to 12 selected bacteria kill-
ing substances and the tests were performed of in vitro survival of selected strains under the conditions of
a model human gastrointestinal tract. Based on the phenotype analysis and the sequencing of the 16S
rRNA gene from among 9 isolates of AAB, 3 strains belonging to Gluconobacter oxydans species were
selected: H31 isolated from black currant, and H30 and H32 from the starter culture for the production of
Kombucha tea. It was found that two strains, G. oxydans H30 isolated from Kombucha and G. oxydans
H31 from black currant, were characterized by a good survival rate at a level of 6 log CFU/ml while pass-
ing through the model human digestive system and thus they met one of the basic criteria for potentially
probiotic bacteria. All the strains analysed showed the similar antibiotic susceptibility. The conducted
diagnostics of selected acetic acid bacterial strains constitutes a basis for further studies of those microor-
ganisms for the purpose of confirming other probiotic features.

Key words: acetic acid bacteria (AAB), probiotics, in vitro survival, fruits, Kombucha
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Summary

Probiotics including their combinations with prebiotics known as synbiotics have been extensively
studied as an alternatives to antibiotic growth promoters commonly used in livestock breeding. Among
many microorganisms that may be useful for their host, the Saccharomyces cerevisiae yeast exhibits pro-
biotic potential.

The objective of the research study was to select a S. cerevisiae strain suitable for use as a probiotic in
newly developed synbiotic preparations for monogastric animals (poultry, swine). The survivability of
yeast strains in the presence of bile salts and under low-pH conditions varied and after 4 h of incubation it
ranged from 66 to 94 % and from 68 to 97 %, respectively. The S. cerevisiae LOCK 0119 strain was char-
acterised by the highest survival rate; the number of live cells of this strain was reduced not more than 9 %
after 4 h of incubation under the fixed conditions. Also, this strain exhibited hydrophilic properties and
a strong auto- and co-aggregation potential. The selected yeast strain aggregated with pathogenic bacteria
(Salmonella spp., Listeria monocytogenes) to a varying degree ranging between 40 and 75 %. The S.
cerevisiae LOCK 0119 strain inhibited the adhesion of pathogens to the Caco-2 cells, whereby the adhe-
sion of morbific bacteria attachment was reduced to a varying degree (15 + 37 %). Based on the results
obtained, it was concluded that the selected S. cerevisiae yeast strain had beneficial properties since it was
able to survive during gastrointestinal passage, to colonize the intestines and to reduce the growth of path-
ogenic microbiota.

Key words: probiotics, S. cerevisiae yeast, hydrophobicity, aggregation, adherence

Introduction

Probiotics are known as live microorganisms, which when administrated in the
proper amount confer a health benefit on the host [10, 14]. Those beneficial microor-
ganisms belong mostly to the bacterial species, namely Lactobacillus, Bifidobacterium,
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Bacillus or Enterococcus; nonetheless yeasts, such as Saccharomyces cerevisiae, are
also known for their probiotic properties [23]. The positive effect of probiotics can be
accomplished by modulating the intestinal microbiota and maintaining its balance,
inhibiting the growth of pathogenic bacteria, increasing the resistance to infections,
stimulating the immune system and what is more, supporting the digestion along with
enhancing the bioavailability of nutrients [15].

The usefulness of probiotics in livestock breeding has been extensively studied
since they improve the performance and health of animals; also because they are an
alternative to antibiotic growth promoters (AGPs) [4, 16]. Since the 1940s AGPs have
been extensively administrated to animals in order to reduce infections; in this way the
growth of animals and the production efficiency have been enhanced. Nevertheless, the
overuse of chemotherapeutics caused an issue to appear — the accumulation of drugs
residues in animal food products, which could be also a transmission route of re-
sistance genes to human pathogenic microbiota [26]. The documented negative conse-
quences of using antibiotic growth promoters (AGPs) in livestock breeding led to tak-
ing legislative steps towards reducing the use of antibiotics in the European Union
Member States as per 1 of January 2006 [9]. Furthermore, prebiotics and synbiotics
were proposed as the substitutes for AGPs; the first are selectively fermented food
ingredients, which contribute to health benefit of the host by stimulating the activity
and growth of GIT microbiota while the synbiotics constitute a combination of pro-
and prebiotics [12].

The objective of the research study was to select an S. cerevisiae yeast strain,
which would possess probiotic features and would be included in the newly designed
synbiotic preparations intended for use in monogastric animals, such as poultry and
swine.

Materials and methods
Microorganisms, mediums and propagation

Of a group of 20 S. cerevisiae strains, 6 strains with amylolytic activity were
screened for their probiotic properties. Their ability to degrade starch was analysed
with the use of Waksman agar (distilled water 500 ml, potassium hydrogen phosphate
1.0 g/, sodium chloride 1.0 g/I, ammonium sulphate 2.0 g/, calcium carbonate 5.0 g/l,
agar 20 g/l, 2 % w/v aqueous solution of potato starch 500 ml), on which the strains
were inoculated by a streak technique and incubated (30 °C, 24 h). A positive result
was visible as a clear hydrolysis zone. The selected strains with amylolytic activity
were taken from the Lodz Collection of Pure Cultures (LOCK 105) in the Institute of
Fermentation Technology and Microbiology, the Lodz University of Technology
(Tab. 1).
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Table 1. Saccharomyces cerevisiae strains under analysis
Tabela 1. Analizowane szczepy Saccharomyces cerevisiae

Strain / Szczep Source of isolation / Zrodto izolacji
S. cerevisiae LOCK 0068 Forage / Pasza
S. cerevisiae LOCK 0113 Distiller’s yeast / Drozdze gorzelnicze
S. cerevisiae LOCK 0119 Distiller’s yeast / Drozdze gorzelnicze
S. cerevisiae LOCK 0137 Baker’s yeast / Drozdze piekarskie
S. cerevisiae LOCK 0140 Baker’s yeast / Drozdze piekarskie
S. cerevisiae LOCK 0142 Baker’s yeast / Drozdze piekarskie

Moreover, the four pathogenic strains were used: Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Typhimurium ATCC 13311, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis ATCC 13076, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis
PCM 2565 and Listeria monocytogenes ATCC 13932, Those strains were obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA) or from the
Polish Collection of Microorganisms (PCM, Wroclaw, Poland).

Prior to the conducted analyses, the strains were stored at a temperature of -22 °C
with the use of Cryobanks™ (Copan Diagnostics Inc., Murrieta, USA). The microor-
ganisms were activated before each and every analysis. Both the yeast and the patho-
genic strains passed twice through a yeast-peptone-glucose broth (YPG, BTL, Lodz,
Poland) at 30 °C for 24 h and through a nutrient broth (Millipore, Darmstadt, Germany)
at 37 °C for 24 h, respectively, without oxygen limitation.

Resistance to bile salts and acidic conditions

The resistance to bile salts (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; 1 % and 2 % w/v
concentration) and acidic conditions (pH 2 and pH 3) were analysed based on a method
by Zielinska et al. with modifications [27].

The S. cerevisiae strains were incubated at 30 °C for 24 h without oxygen limita-
tion; then they were centrifuged at a relative centrifugal force (RCF) 3468 x g for
10 min (Centrifuge MPW-251, MPW, Warsaw, Poland) and the biomass was suspend-
ed in a physiological saline solution with bile salts added or having the specified pH
levels. The samples were incubated at 30 °C without oxygen limitation. The control
sample, which was cultured in a 0.85 % (w/v) physiological saline solution with pH
equalling 5.5, was also inoculated and incubated under the same conditions.

The serial dilutions of each bile salt solution, the physiological saline solutions
with the defined pH levels, and the control sample were prepared at the beginning of
incubation and then after 1, 2 and 4 h. The count of yeast cells was determined by
a plate count method and using YPG agar. The plates were incubated at 30 °C for 24 h
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without oxygen limitation; thereafter the colonies were counted and the results were
given in colony-forming units per ml (CFU/ml).

There were conducted three repetitions of the yeast monocultures in physiological
saline solutions with a certain pH level or with the bile salts added and of the control
samples. The plate method was also performed in three repetitions.

Hydrophobicity

The hydrophobic properties of the selected S. cerevisiae strain were assessed us-
ing a microbial adhesion to hydrocarbon (MATH) assay based on the methods first
described by Rosenberg et al. with modifications [22].

The activated yeast cells were washed twice in a phosphate-buffered saline (PBS,
Merck, Darmstadt, Germany) by centrifuging them with a relative centrifugal force
(RCF) 3468 x g for 10 min and subsequently suspended in PBS to give a final optical
density of 1.0 at 600 nm (A,) as measured spectrophotometrically (Beckman DU 640,
Beckman Instruments, Porterville, USA). The suspension of bacteria (5 ml) was mixed
with 1 ml of hexadecane (apolar solvent; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), and vor-
texed for 2 min. The samples were incubated for 60 min at 20 £+ 2 °C and then the PBS
fraction absorbance was measured (A).

The hydrophobicity (H) was analysed in three repetitions. The adhesion of yeast
cells to hexadecane was calculated using a formula provided by Bellon-Fontaine et al.
[1]:

Hydrophobicity [%] = [(Ao — (A/Ap)] x 100

The yeast was classified as hydrophilic (H < 10 %), moderately hydrophilic (10 +
34 %), medium hydrophobic (35 + 70 %) or highly hydrophobic (71 + 100 %) accord-
ing to Chae et al. [5] with a modification consistent with Ben Taheur et al. [2].

Auto-aggregation and co-aggregation assay with pathogens

The activated yeast strain, the Salmonella spp. strains and L. monocytogenes
ATCC 13932 were analysed for their aggregation properties by an assay as described
by Kos et al. [18] and Jankovi¢ et al. [17]. The microorganisms were centrifuged
(3852 x g, 10 min), washed once and re-suspended in PBS with a final optical density
of 1.0 at 600 nm. The cell suspensions of each strain were vortexed for 10 s and incu-
bated at 20 + 2 °C. The upper suspension (100 pul) was transferred to another tube after
24 h and the absorbance was measured at 600 nm. The auto-aggregation percentage
was determined using the equation:

Auto-aggregation [%] = [1 — (A/Ao)] x 100

where: A, represents the absorbance after 24 h and A, the absorbance at the beginning
of the incubation.
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For the co-aggregation assay the cell suspensions were prepared similarly to the
auto-aggregation test. Equal volumes of the yeast and each pathogen suspensions were
mixed together by vortexing (10 s). As the reference tubes, there were used the samples
from the auto-aggregation assay containing aliquots of a single bacterial suspension.
The absorbance of suspensions was measured after 24 h as described above. The per-
centage of co-aggregation was calculated according to Handley et al. [13]:

Co-aggregation [%] = [(AxT Ay)/2 — (Axiy)V/[(Ax + Ay)/2] x 100

where: x and y represent each of the two strains in the control tubes and (x + y) their
mixture. Each experiment was performed in triplicate.

Adherence to Caco-2 cells in the competition assay with pathogens

The ability of selected S. cerevisiae strain to adhere to epithelial cells was deter-
mined using the Caco-2 cells, which at a concentration of 2.5 x 10’ cells/well were
cultured in 24-well tissue culture plates (Becton, Dickinson and Co., Franklin Lakes,
USA) to obtain confluent monolayers.

The strains of yeast and pathogenic bacteria were grown at 30 °C in YPG broth or
at 37 °C in a nutrient broth, respectively, then centrifuged (3852 % g, 10 min), washed
with sterile PBS and re-suspended in fresh DMEM without antibiotics and supple-
ments. Subsequently, the suspension of single strain (control) or combinations of S.
cerevisiae with each pathogen (1:1, v/v) were deposited on the Caco-2 cells monolay-
ers in an amount of 10’ CFU/ml and incubated at 37 °C in 5 % CO, for 2 h. Each strain
or its combination was tested in triplicate. After incubation the unattached microorgan-
isms were washed away, whereas the Caco-2 cells with bacteria adhered were detached
from the bottom of the well with 1 % (w/v) trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) and additionally scraped with a sterile cell scraper (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Germany). Afterwards the Caco-2 cells were centrifuged (3852 % g,
10 min) and lysed with 0.1 % (v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) for
5 min. The enumeration of the adhered microorganisms was performed by a plate
method using YPG agar (yeast; incubation at 30 °C, 48 h) or a nutrient agar (patho-
gens; incubation at 37 °C, 48 h). The adherence inhibition rate [%] was expressed as
a ratio of the count of adhered bacteria to the count of total bacteria added initially to
each well according to the formula:

Adherence inhibition [%] =
{(log (adherence of the tested sample) x 100)/[log (adherence of the control)]} — 100

This represents a percentage reduction in the adhesion of pathogenic bacteria in
the presence of the selected S. cerevisiae strains (as compared to the results for the
pathogen alone).
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The above adherence assay was also performed in a Nunc 8-well Lab-TekTM
Chamber Slides system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in order to visual-
ise the yeast cells attached to Caco-2. After removing the non-adhered microorganisms
the wells were washed with PBS and the Caco-2 cells were fixed with 80 % (v/v)
methanol (15 min). After air-drying the preparations were stained with 0.1 % (W/v)
crystal violet for 10 min. After staining the wells were washed with 70 % (v/v) ethanol
until no colour remained and next dried overnight. The adhered S. cerevisiae strain was
observed at 1000 x magnification under a phase-contrast microscope (Nikon, Tokyo,
Japan) connected to a digital camera (Nikon Digital Sight DS-U3, Tokyo, Japan) using
an imaging software (NIS-elements BR 3.0, Nikon, Tokyo, Japan).

Statistical analysis

The results presented in the research study constitute an arithmetic mean of the
values from three repetitions. Before performing the ANOVA analysis of variances (at
a significance level of p < 0.05), the Shapiro-Wilk’s and Bartlett’s tests were accom-
plished in order to confirm the normal distribution and homogeneity of variances of the
variables, respectively. The multi-way ANOV A was carried out to statistically analyse
the resistivity to acidic environment and the bile salts concentrations data. However,
the one-way ANOVA was used to describe the auto- and co-aggregation data and sin-
gle strains adhesion to the Caco-2 cells and the competition assay. Moreover, the Tuk-
ey’s post hoc test was used after each ANOVA. Furthermore, the Pearson’s correlation
test was conducted to determine the association between the hydrophobicity and the
aggregation abilities of the selected S. cerevisiae strain. The statistical analysis was
performed with the use of XLSTAT software (Addinsoft, SARL, Paris, France).

Results and discussion
Resistance to bile salts and acidic conditions

The resistivity of the S. cerevisiae strains analysed in the presence of bile salts
varied and ranged between 66.07 % and 98.97 % depending on the bile salts concentra-
tion and duration period of incubation (Tab. 2). The survivability of the strains was
strain-specific and a significantly higher resistivity was found in the case of S. cere-
visiae LOCK 0119, the endurance of which exceeded 90 % even up to 4 h of incuba-
tion. The above results correspond to the results as reported by Diosma et al. [8], who
reported no significant changes in the abundance of live S. cerevisiae cells in the pres-
ence of bile salts for 6 out of 15 strains, which indicated a high bile salts resistance.

Moreover, the strains were able to survive in the acidic environment (pH 2, pH 3),
for which the yeast population density was reduced by up to 33 % after 4 h of incuba-
tion (Tab. 3). The S. cerevisiae LOCK 0119 was the only strain where no substantial
decrease in the survivability was reported; the count of their live cells was reduced no
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more than 7 % after 4 h of incubation and the results were in line with those obtained
by Srinivas et al. [24].

Furthermore, no significant variations in the survivability of yeast were observed
between pH levels or the different bile salts concentrations.

Table 2.  Survivability of S. cerevisiae strains in the presence of bile salts
Tabela 2. Przezywalno$¢ szczepdw drozdzy S. cerevisiae w obecnosci soli zokci

Survivability / Przezywalnos$¢ [%)]
s . Bile salt '
- cerevisiae | o tration Time / Czas [h]
strain .o .
Stezenie soli
Szczep S. 5 olci
cerevisiae ~otet 0 1 2 4
[% w/v]
88.26 £2.58 79.29 +2.48 71.37+5.33
1 fog hij k b,c.d,e. f g h ab
LOCK 0068
88.19 +£2.54 76.74 £ 2.14 70.76 +£5.25
2 e, f,g hijk a,b,c,def a,b
88.33+£2.96 78.17 £2.08 70.29 +£3.61
1 f,g hijk a,bc,defg a,b
LOCK 0113
87.06 + 1.88 75.66 +£3.17 69.69 +4.90
2 d,e fig hij a,b,c,d a,b
98.97 +3.58 96.30 +3.29 93.89 +2.47
1 ik ijk ik
LOCK 0119
97.00 + 3.80 93.03+1.11 91.47+1.73
2 100 ik ik hijk
5 88.77+1.25 76.00 £5.73 68.55+1.16
1 fghijk a,b,c,de ab
LOCK 0137
88.39 £3.18 73.63 +4.72 66.90 +2.70
2 fg,hijk a,b,c a
88.96 £4.10 75.82+4.57 67.89 £2.69
1 fg,hijk a,b,c,d a,b
LOCK 0140
85.75 £4.04 74.07 £5.37 66.07 +£2.94
2 c,de g h i a,b,c a
89.07 £ 5.06 77.11 +£1.29 71.80+3.43
1 g hij k a,bc,defg a,b
LOCK 0142
86.59 +6.49 7541 +£4.77 68.85+1.70
2 d,e f, g hi a,b,c,d a,b

Explanatory notes / Objasnienia:

Table shows mean values + standard deviations / W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia
standardowe; n = 3; a-k — mean values denoted by different letters differ statistically significantly at p <
0.05 / wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05.
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Table 3. Survivability of S. cerevisiae strains in acidic environment
Tabela 3. Przezywalno$¢ szczepdw drozdzy S. cerevisiae w kwasnym srodowisku

Survivability / Przezywalnos$¢ [%)]
S. cerel'/isiae Time / Czas [h]
strain pH
Szcze_p'S. 0 1 5 4
cerevisiae
83.19 +£6.99 71.64 £3.74 67.54 £0.89
2 c,def g hij a,b,c a
£OCK 0068
88.40 + 1.31 75.76 £ 6.00 69.66 £4.93
3 e, fg hijk a,b,c.de f a,b
89.05+2.72 74.89 +£5.47 70.15£5.04
2 g hijk a,b,cd a,b,c
LOCK 0113
88.95+2.83 78.45+1.60 70.52 £4.34
3 f,g, hijk a,b,c,de fghi a, b, c
96.63 £5.00 9441 £3.11 9322 +3.21
2 k J k ik
LOCK 0119
98.83 £5.17 97.79 £4.79 96.90 +£3.98
3 k k k
100
. 82.67 +3.37 75.74 £5.48 71.62 +£5.10
2 b,c,defghij abcde ab,c
£OCK 0137
89.44 +2.63 78.29 +2.67 7277 £3.83
3 h i j, k a,b,c,dye f,gh i a,b,c
88.66 +3.01 76.00 £3.14 70.54 £2.08
2 e fg hijk a,bc,def g a,b,c
£OCK 0140
90.48 £3.61 78.46 +£2.42 7429 £5.06
3 Lk abedefghi ab.c
87.70 £4.78 73.58 £4.22 69.06 £5.78
2 dye fg hijk a,b,c a
£OCK 0142
89.22 +2.06 76.41 £3.07 73.45+2.42
3 h i j, k a,b,c,de f,gh a,b,c

Explanatory notes as in Tab. 2. / Objasnienia jak pod tab. 2.

Based on the high survival rate and the detoxification properties of mycotoxins
described by Chlebicz and Slizewska [6], S. cerevisiae LOCK 0119 was selected in
order to further probe other probiotic features of the yeast strain.

Hydrophobicity, auto-aggregation and co-aggregation assay with pathogens

The hydrophobicity of S. cerevisiae LOCK 0119 was at a level of 6.51 %, which
classified this strain as hydrophilic according to Chae et al. [S] and Ben Taheur et al.
[2]. The results opposite to those reported in the authors’ own study were obtained by
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De Lime et al. [11] and Fernandez-Pacheco et al. [7], who tested 28 and 10 S. cere-
visiae strains, respectively, and those strains showed strong hydrophobicity.

Despite the hydrophilic characteristic of cell surface of S. cerevisiae LOCK 0119,
this strain exhibited a strong ability to aggregate, which was in line with the data pre-
sented by Suvarna et al. [25]. A strong negative correlation was found between the
hydrophobicity and the auto-aggregation capability of yeast (Pearson’s correlation
r = -0.906, p<0.05). Moreover, a substantially higher yeast auto-aggregation
(88.31 %) was observed in comparison to pathogenic bacteria (Tab. 4).

Table 4.  Auto-aggregation of S. cerevisiae yeast and pathogenic bacteria
Tabela 4. Autoagregacja drozdzy S. cerevisiae oraz bakterii patogennych

Strain / Szczep Auto-aggregation / Autoagregacja [%)]
S. cerevisiae LOCK 0119 88.31°+£2.44
Pathogen / Patogen
L. monocytogenes ATCC 13932 70.02° + 1.57
S. Choleraesuis PCM 2565 60.63" +0.93
S. Enteritidis ATCC 13076 73.68" 2,94
S. Typhimurium ATCC 13311 74.82°+1.09

Table shows mean values + standard deviations / W tabeli przedstawiono warto$ci $rednie + odchylenia
standardowe; n = 3; a, b, ¢ — mean values denoted by different letters differ statistically significantly at
p <0.05 / wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05.

Table 5.  Co-aggregation of S. cerevisiae LOCK 0119 with pathogenic bacteria from Salmonella genus
and L. monocytogenes

Tabela 5. Koagregacja szczepu drozdzy S. cerevisiae EOCK 0119 z patogennymi szczepami bakterii
z rodzaju Salmonella oraz L. monocytogenes

Pathogen / Patogen Co-aggregation / Koagregacja [%]
L. monocytogenes ATCC 13932 70.25°+3.84
S. Choleraesuis PCM 2565 74.66° +0.88
S. Enteritidis ATCC 13076 46.87° +4.64
S. Typhimurium ATCC 13311 40.10°+5.32

Table shows mean values + standard deviations / W tabeli przedstawiono warto$ci $rednie + odchylenia
standardowe; n = 3; a-d — mean values denoted by different letters differ statistically significantly at
p <0.05 / wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05.

On the other hand, the co-aggregation of the selected yeast strain with pathogens
was significantly diversified and differed from 40.10 % to 74.66 % (Tab. 5). S. cere-
visiae LOCK 0119 co-aggregated with S. Choleraesuis PCM 2565 to the greatest ex-
tent, whereas the weakest aggregation of yeast was observed with S. Typhimurium
ATCC 13311. Pizzolitto et al. [20] observed a substantially lower co-aggregation be-
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tween the 4 S. cerevisiae strains tested and Salmonella enterica subsp. enterica, than
that reported in the case of the authors’ own strain. However, as for the co-aggregation
of S. cerevisiae strains with S. Enteritidis, the data of the authors were in agreement
with those of Binetti et al. [3]. Also, a strong co-aggregation feature of the yeast strain
was also noted towards the L. monocytogenes ATCC 13932 (70.25 %).

Adherence to Caco-2 cells and the competition assay with pathogens

It was found that the adherence rate of S. cerevisiae EOCK 0119 monoculture
(Tab. 6, Photo 1) was at a level of 77.56 %, which was considerably higher than the
attachment rate of the yeast strains analysed by Menezes et al. [19], although it corre-
sponded to the outcomes by Zivkovié et al. [28].

Table 6.  Adherence of monocultures of S. cerevisiae LOCK 0119 and pathogenic bacteria to human
colon adenocarcinoma cell line (Caco-2)

Tabela 6. Adhezja monokultur szczepu drozdzy S. cerevisiae LOCK oraz bakterii patogennych do linii
komorkowej ludzkiego gruczolaka (Caco-2)

Strain / Szczep Adherence rate / Stopien adherencji [%]
S. cerevisiae LOCK 0119 77.56" +3.55
Pathogen / Patogen
L. monocytogenes ATCC 13932 90.79° + 4.65
S. Choleraesuis PCM 2565 96.31°+ 1.97
S. Enteritidis ATCC 13076 93.28°+3.59
S. Typhimurium ATCC 13311 91.68°+2.93

Table shows mean values + standard deviations / W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia
standardowe; n = 3; a, b — mean values denoted by different letters differ statistically significantly at
p <0.05 / warto$ci $rednie oznaczone réznymi literami ro6znig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05.

'.

i X
. 1
Photo 1. Adherence S. cerevisiae LOCK 0119 (A.) to human colon adenocarcinoma cell line (Caco-2)
after 2 h incubation (1000 x, Nikon — Eclipse, Tokyo, Japan) stained with crystal violet
Fot. 1. Adhezja komorek drozdzy S. cerevisiae LOCK 0119 (A.) do linii komérkowej ludzkiego gru-

czolaka (Caco-2) po 2 h inkubacji (powigkszenie 1000 %, Nikon — Eclipse, Tokio, Japan) bar-
wiona fioletem krystalicznym
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Table 7. S. cerevisiae LOCK 0119-caused inhibition of pathogenic bacteria adherence to cell line of
human colon adenocarcinoma cell line (Caco-2)

Tabela 7. Hamowanie przez drozdze S. cerevisiae LOCK 0119 adhezji bakterii patogennych do linii
komorkowej gruczolaka ludzkiego (Caco-2)

Pathogen / Patogen Inhibition rate / Stopien inhibicji [%]
L. monocytogenes ATCC 13932 15.13*+3.76
S. Choleraesuis PCM 2565 36.70° + 1.07
S. Enteritidis ATCC 13076 37.30°+ 1.06
S. Typhimurium ATCC 13311 24.62**+5.12

Table shows mean values + standard deviations / W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia
standardowe; n = 3; a, b — mean values denoted by different letters differ statistically significantly at
p <0.05 / wartosci $rednie oznaczone rdéznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05.

S. cerevisiae LOCK 0119 was able to inhibit the attachment of those strains to the
Caco-2 cells (Tab. 7) despite the weaker attachment capability of the analysed yeast
strain in contrast to the one exhibited by each of the pathogenic bacteria, which varied
between 90.85 + 96.31 % (mean 92.81). The adhesion of S. Choleraesuis PCM 2565
and S. Enteritidis ATCC 13076 was reduced 36.70 % and 37.30 %, respectively, which
was a significantly stronger effect than that as reported in the case of L. monocytogenes
ATCC 13932 (15.13 %). The attachment of S. Typhimurium ATCC 13311 was also
inhibited by S. cerevisiae LOCK 0119 at a level of 24.62 %.

Conclusions

1. The analysed yeast strain, i.e. S. cerevisiae LOCK 0119 can exert a beneficial im-
pact on the health of monogastric animals since it has the potential to survive gas-
trointestinal passage as well as to colonize the intestines.

2. S. cerevisiae LOCK 0119 can decrease the number of pathogenic bacteria, through
the co-aggregation and competition for adhesion site.

The research was partially funded by the National Centre for Research and
Development within the framework of the Program of Applied Studies
(PBS3/48/32/2015).
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WLASCIWOSCI PROBIOTYCZNE DROZDZY SACCHAROMYCES CEREVISIAE L.OCK 0119
Streszczenie

Probiotyki, jak rowniez ich potaczenia z prebiotykami okreslane mianem synbiotykow, sa szeroko ba-
dane jako alternatywa antybiotykowych stymulator6w wzrostu, ktore powszechnie stosowano w hodowli
zwierzat. Sposrod wielu mikroorganizméw, ktoére moga by¢ pozyteczne dla gospodarza, drozdze Saccha-
romyces cerevisiae wykazuja potencjat probiotyczny.

Celem pracy bylo wyselekcjonowanie szczepu S. cerevisiae odpowiedniego do stosowania jako pro-
biotyk w nowo opracowywanych preparatach synbiotycznych dla zwierzat monogastrycznych (dla drobiu,
trzody chlewnej). Przezywalno$¢ szczepow drozdzy w obecnosci soli zétciowych i niskiego pH byta
zroznicowana, przy czym wahala si¢ w zakresie odpowiednio: 66 + 94 % i 68 + 97 % po 4 h inkubacji.
Najwyzsza przezywalnoscia charakteryzowat si¢ szczep S. cerevisiae LOCK 0119, ktorego liczba zywych
komorek zostata obnizona o nie wigeej niz 0 9 % po 4 h inkubacji w ustalonych warunkach. Szczep ten
wykazywat rowniez wiasciwosci hydrofilowe oraz silny potencjal auto- i koagregacji. Wyselekcjonowany
szczep drozdzy koagregowal z bakteriami chorobotworczymi (Salmonella spp., Listeria monocytogenes)
w zréznicowanym stopniu w zakresie 40 +~ 75 %. S. cerevisiae LOCK 0119 hamowat adhezj¢ patogenéw
do komorek Caco-2, przy czym przyleganie komorek bakterii chorobotworczych bylo ograniczane
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w zr6znicowanym stopniu (15 + 37 %). Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wyselekcjo-
nowany szczep S. cerevisiae LOCK 0119 wykazuje korzystne wlasciwosci, takie jak mozliwos¢ przetrwa-
nia pasazu jelitowego i kolonizacji danego srodowiska oraz ograniczanie wzrostu patogennej flory bakte-
ryjnej.

Stowa kluczowe: probiotyki, drozdze S. cerevisiae, hydrofobowos¢, agregacja, adherencja

CRERUAC,

ey, | UNIWERSYTET
%95 £ | PRZYRODNICZY
~ B | WE WROCEAWIU

UNIVig;

4
%

Polskie Towarzystwo Technologdéw Zywnosci
Oddzial Wroctawski

zaprasza na

XXYV Jubileuszowa ]
Sesje Naukowq Sekcji Mlodej Kadry Naukowej PTTZ
»Przyszios¢ w zywnosci — zywnos$¢ w przysztosci”

oraz

VIII International Session of Young Scientific Staff
» The future in food - food in the future”

Wroclaw, 21-22 maja 2020 r.

Informacje: https://smkn2020.wordpress.com
Kontakt: dr inz. Anna Kancelista

tel. (71) 320-77-73 / (71) 320-51-83

e-mail: xxvsmsmknwroclaw(@gmail.com




ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jakoé¢, 2019, 26, 3 (120), 210 — 214

GRAZYNA MORKIS

PROBLEMATYKA ZYWNOSCIOWA W USTAWODAWSTWIE
POLSKIM I UNIJNYM

Publikujemy kolejny przeglad aktow prawnych, ktore ukazaly si¢ w Dzienniku

Ustaw RP oraz Dzienniku Urzgdowym UE. Ponizsze zestawienie zawiera akty prawne
dotyczace szeroko omawianej problematyki zywnos$ciowej wg stanu na dzien 31 sierp-
nia 2019 .

Polskie akty prawne

L.

Ustawa z dn. 12 kwietnia 2019 r. o zmianie ustawy o jakosci handlowej artykutow
rolno-spozywczych (Dz. U. 2019 r., poz. 1038).

W ustawie z dn. 21 grudnia 2018 r. o jakos$ci handlowej artykutéw rolno-
spozywczych (Dz. U. 2018 1., poz. 2164 i 2354) wprowadzono zmiany dotyczace
klasyfikacji tusz wotowych i wieprzowych.

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 30 maja 2019 r. zmienia-
jace rozporzadzenie w sprawie laboratoriow urzedowych i referencyjnych oraz za-
kresu analiz wykonywanych przez te laboratoria (Dz. U. 2019 r., poz. 1067).
Wprowadzone zmiany dotycza dwoch jednostek, tj. Hamilton UO-Technologia
oraz Gtownego Inspektoratu Roslin i Nasiennictwa Centralnego Laboratorium Pra-
cowni Wykrywania i Identyfikacji GMO.

Obwieszczenie Marszatka Sejmu z dn. 6 czerwca 2019 r. w sprawie ogloszenia
jednolitego tekstu ustawy o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia (Dz. U. 2019 r.,
poz. 1252).

Ogloszono jednolity tekst ustawy z dn. 25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zyw-
nosci i zywienia.

Ustawa niniejsza okresla:

e wymagania zdrowotne dotyczace zywnosci,

e zasady higieny zywnos$ci 1 materiatow przeznaczonych do kontaktu z zywno-
Scia,

Dr G. Morkis, gmorkis@poczta.onet.pl
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e przeprowadzanie urzgdowych kontroli Zzywnosci.

4. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 30 maja 2019 r. w spra-

wie wykazu artykuldw rolno-spozywcezych przywozonych z zagranicy oraz mini-
malnych ilo$ci podlegajacych kontroli jakosci (Dz. U. 2019 r., poz. 1330).

Wprowadzono nowy wykaz artykutéw rolno-spozywczych przywozonych z zagra-
nicy oraz minimalnych ilo$ci podlegajacych kontroli jakosci.

Ustawa z dn. 29 lipca 2019 r. 0 oznakowaniu produktow wytworzonych bez wyko-
rzystania organizmow genetycznie zmodyfikowanych jako wolnych od tych orga-
nizméw (Dz. U. 2019 r., poz. 1401).

Ustawa okresla:

e zasady oznakowania zywnosci i pasz,

e obowigzki podmiotow wprowadzajacych je na rynek,

e zasady przeprowadzania kontroli przestrzegania przepisow ustawy,

e zasady odpowiedzialnos$ci za naruszenia przepisOw prawa.

Obwieszczenie Marszatka Sejmu z dn. 28 czerwca 2019 r. w sprawie ogloszenia
jednolitego tekstu ustawy o wyrobie i rozlewie wyrobdw winiarskich, obrocie tymi
wyrobami i organizacji rynku wina (Dz. U. 2019 r., poz. 1534).

Ustawa z dnia 12 maja 2011 r. o wyrobie i rozlewie wyrobow winiarskich, obrocie
tymi wyrobami i organizacji rynku wina reguluje:

e zasady wyrobu fermentowanych napojow winiarskich oraz obrotu tymi wyro-
bami,

e zasady wykonywania dziatalnosci gospodarczej w zakresie wyrobu i rozlewu
wyrobow winiarskich,

e organizacj¢ rynku wina,

e zasady i tryb rejestracji nazw pochodzenia i oznaczen wyroboéw winiarskich po-
zyskiwanych z winogron pochodzacych z upraw potozonych na terytorium RP.

Unijne akty prawne

1.

Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2019/849 z dn. 24 maja 2019 r. zmie-
niajgce rozporzadzeniec wykonawcze (UE) 2017/1492 w odniesieniu do maksymal-
nej zawarto$ci cholekalcyferolu (witaminy D;) w paszy dla fososiowatych (Tekst
majacy znaczenie dla EOG) (Dz. U. UE L 2019 r., 139, s. 4).

W zatgczniku do rozporzadzenia zostaty ustalone maksymalne zawartosci chole-
kalcyferolu (witaminy D;) w paszach dla tososiowatych.

Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2019/935 z dn. 16 kwietnia 2019 r.
ustanawiajace zasady stosowania rozporzadzenia (UE) nr 1308/2013 Parlamentu
Europejskiego i Rady w odniesieniu do metod analizy w celu okreslenia cech fi-
zycznych, chemicznych i organoleptycznych produktow sektora wina oraz do po-
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wiadomien o decyzjach panstw cztonkowskich zezwalajacych na zwiekszenie na-
turalnej zawarto$ci alkoholu (Dz. U. UE L 2019 r., 149, s. 53).

Niniejsze rozporzadzenie ustanawia zasady stosowania tytutu II rozdziat I rozpo-
rzadzenia (UE) nr 1308/2013 dotyczacego metod analizy w celu okreslenia wia-
sciwosci fizycznych, chemicznych i organoleptycznych produktow winiarskich
oraz powiadomien o decyzjach panstw cztonkowskich zezwalajacych na zwigk-
szenie naturalnej mocy alkoholu.

Metody analizy, o ktérych mowa w art. 75 ust. 5 lit. d) rozporzadzenia (UE) nr
1308/2013, ktére majg by¢ stosowane do weryfikacji limitow ustanowionych
w przepisach Unii dotyczgcych stosowania izotiocyjanianu allilu do produkcji nie-
ktorych winorosli sa okreslone w zataczniku do niniejszego rozporzadzenia.
Panstwa cztonkowskie, ktore zezwalaja na zwickszenie naturalnej objetosciowe;j
mocy alkoholu zgodnie z zatacznikiem VIII cz¢$¢ 1 sekcja A pkt 3 do rozporza-
dzenia (UE) nr 1308/2013, powiadamiajg o tym Komisj¢ w terminie jednego mie-
sigca od przyznania odstepstwa. W powiadomieniu panstwa cztonkowskie okresla-
ja regiony i odmiany, ktorych dotyczy decyzja oraz przekazuja dane i dowody
wskazujace, ze warunki klimatyczne byly wyjatkowo niekorzystne w danych re-
gionach.

3. Rozporzadzenie Komisji (UE) 2019/977 z dn. 13 czerwca 2019 r. zmieniajace

zatgczniki 11 1 IV do rozporzadzenia (WE) nr 396/2005 Parlamentu Europejskiego
iRady w_odniesieniu do najwyzszych dopuszczalnych poziomoéw pozostatosci
aklonifenu, Beauveria bassiana szczep PPRI 5339, Clonostachys rosea szczep
J1446. fenpyrazaminy, mefentriflukonazolu i penkonazolu w okre§lonych produk-
tach lub na ich powierzchni (Tekst majacy znaczenie dla EOG) (Dz. U. UE L 2019
r., 159,s. 1).
Uwzgledniajac rozporzadzenie (WE) nr 396/2005 Parlamentu Europejskiego i Ra-
dy z dnia 23 lutego 2005 r. w sprawie maksymalnych pozioméw pozostatosci pe-
stycyddw w zywnosci lub paszy pochodzenia roslinnego i zwierzgcego, ustalono
maksymalny poziom pozostatosci pestycydow i najwyzsze dopuszczalne poziomy
pozostalosci (mg/kg) (dotyczace aclonifenu, fenpyrazaminy i penkonazolu) w wy-
branych produktach spozywczych.

4. Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) 2019/1139 z dn. 3 lipca 2019 r. zmie-
niajgce rozporzadzenie (WE) nr 2074/2005 w_odniesieniu do urzedowych kontroli
zywnosci pochodzenia zwierzecego, jezeli chodzi o wymogi w zakresie informacji
dotyczacych tancucha zywno$ciowego i produktéw rybotdéwstwa, a takze o uznane
metody badania na obecno$¢é morskich biotoksyn oraz metody badania surowego
mleka i mleka krowiego poddanego obrdbece termicznej (Tekst majgcy znaczenie
dla EOG) (Dz.U. UE L 2019 1., 180, s. 12).
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Zmiany dotycza m.in. wymagan odnoszacych si¢ do informacji o tancuchu pokar-
mowym przy prowadzeniu urzedowych kontroli zywnosci pochodzenia zwierzece-
g0, o ktorych mowa w sekcji Il zatgcznika II do rozporzadzenia (WE) nr
853/2004. Wymagania te szczegdtowo okreslono w zalgczniku I do niniejszego
rozporzadzenia. Natomiast wymagania dotyczace produktow rybotdwstwa, o kto-
rych mowa w art. 11 ust. 9 rozporzadzenia (WE) nr 853/2004, okreslono w zatgcz-
niku II do niniejszego rozporzadzenia. Metody testowania wykrywania morskich
biotoksyn, o ktorych mowa w art. 11 ust. 4 rozporzadzenia (WE) nr 853/2004, zo-
staty okreslone w zatgczniku V do rozporzadzenia wykonawczego (UE) 2019/627.
Wprowadzone zmiany dotyczg réwniez metod badan mleka surowego i mleka
krowiego poddanego obrobcee cieplnej, ktore powinny by¢ stosowane w przedsie-
biorstwach sektora spozywczego.

5. Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2019/1272 z dn. 29 lipca 2019 r.
Ww sprawie sprostowania rozporzadzenia wykonawczego (UE) 2017/2470 ustana-
wiajacego unijny wykaz nowej zywnoSci oraz decyzji wykonawcze] (UE)
2017/2078 zezwalajace] na rozszerzenie zastosowania beta-glukandéw z drozdzy
jako nowego sktadnika zywnosci zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 258/97 Par-
lamentu Europejskiego i Rady (Tekst majacy znaczenie dla EOG) (Dz. U. UE L
2019r., 201, s. 3).

W zalaczniku do niniejszego rozporzadzenia zostaly zamieszczone nast¢pujace
sprostowania dotyczace:

e ckstraktu z kultur komoérkowych Echinacea purpurea,
e Dbeta-glukandéw z drozdzy,
e olowiu, arsenu, rtgci 1 kadmu.

6. Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2019/1294 z dn. 1 sierpnia 2019 r.
zezwalajace na wprowadzenie na rynek betainy jako nowej zywnos$ci zgodnie
z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2015/2283 oraz zmie-
niajgce rozporzadzenie wykonawceze Komisji (UE) 2017/2470 (Tekst majacy zna-
czenie dla EOG) (Dz. U. UE L 2019 r., 201, s. 3).

Betaina zostata wlaczona do unijnego wykazu nowej zywnos$ci, ustanowionego
rozporzadzeniem wykonawczym (UE) 2017/2470.

Przez okres pigciu lat od dnia wejscia w Zycie niniejszego rozporzadzenia wylgcz-
nie pierwotny wnioskodawca to przedsi¢biorstwo DuPont Nutrition Biosciences
ApS, ktore otrzymuje zezwolenie na wprowadzanie na rynek w Unii nowej Zywno-
$ci, o ktorej mowa w ust. 1, chyba ze kolejny wnioskodawca otrzyma zezwolenie
na przedmiotowg nowa zywnos¢ bez odwotywania si¢ do danych chronionych na
podstawie art. 2 niniejszego rozporzadzenia lub za zgodg przedsi¢biorstwa DuPont
Nutrition Biosciences ApS.
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7. Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2019/1314 z dn. 2 sierpnia 2019 r.

zezwalajace na zmiane specyfikacji nowej zywnosci ..lakto-N-neotetraoza” wytwa-
rzanej z wykorzystaniem Escherichia coli K-12 zgodnie z rozporzadzeniem Parla-
mentu Europejskiego i Rady (UE) 2015/2283 oraz zmieniajace rozporzadzenie
wykonawcze Komisji (UE) 2017/2470 (Tekst majacy znaczenie dla EOG) (Dz. U.
UE L2019 1., 205, s. 4).
Zostaty wprowadzone zmiany we wpisie w unijnym wykazie dozwolonej nowej
zywnosci, okreslonym w art. 6 rozporzadzenia (UE) 2015/2283, dotyczacym sub-
stancji lakto-N-neotetraoza wytwarzanej z wykorzystaniem Escherichia coli szczep
K-12. Zakres wprowadzonych zmian zawiera zatgcznik do niniejszego rozporza-
dzenia.
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XLIV SESJA NAUKOWA KOMITETU
NAUK O ZYWNOSCI I ZYWIENIU PAN

»Nauka, technologia i innowacje w zywnoSci i zywieniu”

L6dz, 3 - 4 lipca 2019 roku

W dniach 3 - 4 lipca 2019 roku w Lodzi odbyta si¢ XLIV Sesja Komitetu Nauk
o Zywnosci i Zywieniu Polskiej Akademii Nauk, ktora zostata zorganizowana przy
wspotudziale Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci i Wydziatu Biotechno-
logii i Nauk o Zywnos$ci Politechniki £6dzkiej. Sesje Komitetu Nauk o Zywnosci
i Zywieniu PAN sg organizowane przez krajowe o$rodki akademickie zwigzane z nau-
kami o zywnosci i zywieniu w dwuletnich cyklach w wytypowanych krajowych osrod-
kach naukowych. Stanowig one najwigksze w skali kraju forum prezentacji najnow-
szych osiagnie¢ naukowych i technologicznych w zakresie technologii Zzywnosci
i zywienia czlowieka, wymiany pogladow oraz doswiadczen pracownikow jednostek
naukowych 1 przedstawicieli przemyshu spozywczego, dajace mozliwo$¢ nawigzania
wspotpracy. Tematyka XLIV Sesji dotyczyta szeroko pojetej problematyki zwigzanej
z oddzialywaniem zywnosci i odzywiania na zdrowie. W sktad Komitetu Organizacyj-
nego wchodzili: dr hab. inz., prof. nadzw. Dorota Zyzelewicz — przewodniczaca,
drinz. Joanna Oracz — sekretarz, mgr Renata Kulinska — skarbnik oraz cztonkowie:
dr hab. inz., prof. nadzw. Joanna Leszczynska, dr hab. inz. Agnieszka Nowak, dr hab.
inz. Justyna Rosicka-Kaczmarek, dr inz. Karolina Miskiewicz, dr inz. Malgorzata Re-
dzynia, dr inz. Michat S¢jka, mgr inz. Joanna Grzelczyk.

W XLIV Sesji wzigty udziat 133 osoby, w tym 24 czlonkéw Komitetu Nauk
o Zywnos$ci i Zywieniu PAN. Uczestnicy to przedstawiciele 14 uczelni wyzszych
1 instytucji naukowo-badawczych, 1 instytucji administracji panstwowej oraz 2 pod-
miotéow gospodarczych. Najliczniej reprezentowanymi jednostkami byty Politechnika
Lodzka, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie oraz Instytut Bio-
technologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego.

Sesje w imieniu JM Rektora Politechniki £.6dzkiej, prof. dra hab. inz. Stawomira
Wiaki, otworzyt Prorektor ds. ksztalcenia prof. dr hab. Grzegorz Bak. Nastepnie glos
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zabrata Dziekan Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej
prof. dr hab. Maria Koziotkiewicz i kolejno: przewodniczacy Komitetu Nauk o Zyw-
nosci i Zywieniu PAN — prof. dr hab. Andrzej Lenart oraz Prezes Polskiego Towarzy-
stwa Technologow Zywnosci — prof. dr hab. inz. Agnieszka Kita, ktora wreczyla statu-
etke laureatce konkursu PTTZ na najlepsza prace doktorska z zakresu nauk o zywnosci
obroniong w 2018 r. Najwyzszg punktacj¢ i nominacj¢ do nagrody Kapituta przyznata
pracy dr inz. Anny Grygier pt. ,,Ocena zdolnosci grzybow plesniowych Galactomyces
geotrichum do syntezy zwigzkow bioaktywnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
polienowych kwaséw thuszczowych”, wykonanej pod kierunkiem dr hab. Magdaleny
Rudzinskiej, prof. nadzw. Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz promotora
pomocniczego dr inz. Kamili Myszki. W czasie rozpoczgcia konferencji wreczone
zostaly rowniez dyplomy Czlonka Honorowego Polskiego Towarzystwa Technologow
Zywnos$ci — najwyzszej godno$ci nadawanej przez Walne Zgromadzenie Delegatow
Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnoéci. Odebraty je 4 osoby: prof. dr hab.
Dorota Witrowa-Rajchert, prof. dr hab. Danuta Kotozyn-Krajewska, prof. dr hab.
Edward Pospiech i prof. dr hab. Antoni Golachowski. Nast¢pnie wyktad inauguracyjny
nt. ,,MikroRNA — nowy gracz wsrdd bioaktywnych sktadnikow diety” wygtosita Dzie-
kan Wydzialu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej prof. dr hab.
Maria Koziotkiewicz.

W ramach tematu przewodniego XLIV Sesji ,,Nauka, technologia i innowacje
w zZywnosci 1 zywieniu” prezentowanych byto 9 wyktadow plenarnych, 24 referaty, 17
e-posterow i 42 tradycyjne plakaty w sze$ciu obszarach tematycznych: ,,Zywno$é
funkcjonalna”, ,,Innowacyjne technologie w produkcji zywnosci”, ,,Bezpieczenstwo
zywnodci”, ,,Zywienie cztowieka”, ,Biotechnologia” oraz , Aspekty $rodowiskowe
w produkcji zywnosci”. Merytoryczny nadzoér nad obradami sprawowat Komitet Nau-
kowy powotany sposrod samodzielnych pracownikow Wydziatu Biotechnologii i Nauk
o Zywnosci Politechniki Lodzkiej w sktadzie: prof. dr hab. Maria Koziotkiewicz, prof.
dr hab. inz. Danuta Kalemba, prof. dr hab. Krzysztof Smigielski, dr hab. inz., prof.
nadzw. Radostaw Bonikowski, dr hab. inz., prof. nadzw. Grazyna Budryn, dr hab. inz.,
prof. nadzw. Anna Diowksz, dr hab. inz., prof. nadzw. Edyta Kordialik-Bogacka,
dr hab. inz., prof. nadzw. Alina Kunicka-Styczynska, dr hab. inz., prof. nadzw. Joanna
Leszczynska, dr hab. inz., prof. nadzw. Katarzyna Slizewska, dr hab. inz., prof. nadzw.
Dorota Zyzelewicz, dr hab. inz. Elzbieta Klewicka, dr hab. inz. Robert Klewicki,
dr hab. inz. Agnieszka Nowak, dr hab. inz. Anna Podsedek.

Podczas XLIV Sesji zostaly wygloszone nastepujace wyktady plenarne:
—  Zywno$é o malym stopniu przetworzenia — czy na pewno jest dla nas bezpieczna?

— prof. dr hab. Katarzyna Czaczyk (Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu),
— Bakteriocyny i ich nadal nie w petni wykorzystany potencjal — dr hab. Anna Sip
(Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu),
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Unikalne kwasy tluszczowe jako potencjalne sktadniki Zywnosci funkcjonalnej —
dr hab. Iwona Konopka, prof. nadzw. (Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsz-
tynie),
Kasze — dobre wczoraj, dobre dzi§ — prof. dr hab. Danuta Gorecka (Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu),
Wplyw sposobu zywienia na patogeneze i przebieg wybranych chorob neurodege-
neracyjnych — dr hab. Monika Bronkowska, prof. nadzw. (Uniwersytet Przyrodni-
czy we Wroclawiu),
Trendy i innowacje w przetworstwie miesnym — dr hab. Joanna Stadnik (Uniwer-
sytet Przyrodniczy w Lublinie),
Zwiazki biologicznie czynne w warzywach psiankowatych z produkcji ekologicz-
nej 1 konwencjonalnej — dr hab. Ewelina Hallmann (Szkota Gléwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie),
Peptydy bioaktywne — wtasciwosci funkcjonalne, mozliwosci i wyzwania — dr hab.
Grazyna Budryn, prof. nadzw. (Politechnika £.6dzka),
Zastosowanie technik spektroskopowych w badaniu zywno$ci — dr Rafal Glaszcz-
ka (SHIM-POL A. M. Borzymowski).

Tematyka dominujgca podczas obrad byto wytwarzanie i rola nutraceutykow

w profilaktyce chorob cywilizacyjnych, innowacje w technologiach produkcji zywno-
$ci oraz jako$¢ i bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci. W ramach konferencji wydano
monografi¢, w ktorej opublikowanych zostato 17 artykutow. Komisje oceniajgce wy-
niki badan prezentowane w ramach sesji przyznaly nagrody w trzech kategoriach: za
najlepszy referat, najlepiej zaprezentowany e-poster i poster tradycyjny. Nagrody
otrzymali:

I nagroda za referat — mgr inz. Bogumita Urbanska (Szkota Gléwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie): Poréwnanie wlasciwosci przeciwutleniajgcych czeko-
lad wyprodukowanych z prazonego i nieprazonego ziarna kakaowego;

II nagroda za referat — dr hab. inz. Wiestaw Wiczkowski (Instytut Rozrodu Zwie-
rzat i Badan Zywno$ci PAN): Charakterystyka wchtaniania, metabolizmu i biodo-
stepnosci naturalnych czerwonych barwnikow pochodzenia roslinnego;

IIT nagroda za referat — mgr inz. Justyna Szczepanska (Instytut Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego): Zmiany aktywnosci
enzyméw oksydoredukcyjnych w soku jablkowym pod wptywem wysokiego ci-
$nienia hydrostatycznego i homogenizacji wysokoci$nienieniowe;j;

I nagroda za e-poster — mgr inz. Andrzej Jaskiewicz (Politechnika t.édzka):
Wptyw dodatku ekstraktu z cykorii podrdznik na wtasciwosci opakowaniowej folii
skrobiowe;j;
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— II nagroda za e-poster — mgr inz. Milena Kaczmarska (Politechnika t.0dzka): Ak-
tywnos¢ 1 stabilno$¢ kompleksu inkluzyjnego polifenoli z ekstraktu z proszku ka-
kaowego Acticoa z B-cyklodekstryna;

— III nagroda za e-poster — dr inz. Ewa Walaszczyk (Uniwersytet Ekonomiczny we
Wroctawiu): Dobér zrédla azotu w procesie biosyntezy kwasu szczawiowego
przez Aspergillus niger we wgltebnej hodowli okresowej;

— I nagroda za poster — prof. dr hab. Krzysztof Polewski (Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu): Bursztynian tokoferolu w liposomach DPPC. Badania strukturalne
metodami DSC i fluorescencji ANS;

— Il nagroda za poster — dr hab. Jolanta Tomaszewska-Gras (Uniwersytet Przyrodni-
czy w Poznaniu): Rozpoznawanie zmian polimorficznych thuszczu kakaowego ja-
ko przyczyny wad jakosciowych czekolad;

— I nagroda za poster — prof. dr hab. inz. Dorota Witrowa-Rajchert (Szkota Gtoéwna
Gospodarstwa Wiegjskiego w Warszawie): Suszenie rozpytowe koncentratu soku
jablkowego i miodu — badanie mozliwosci zastgpienia tradycyjnych nosnikow
mlekiem w proszku.

Ponadto nagrode Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnos$ci za najlepszy
referat nt. ,,Zamienniki stodu jeczmiennego w produkcji piwa” otrzymata dr hab. inz.,
prof. nadzw. Edyta Kordialik-Bogacka z Politechniki L.odzkiej.

Konferencja otrzymata dofinansowanie z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyz-
szego oraz Polskiej Akademii Nauk w ramach zadan zwigzanych z dziatalno$cig upo-
wszechniajaca nauke. Dodatkowo sesje sponsorowaty dwa podmioty gospodarcze, tj.
SHIM-POL A. M. Borzymowski i Cukiernia Robert Dybalski.

Nieformalng czg$cig sesji bylo spotkanie towarzyskie w formie bankietu, ktore
odbylo si¢ w restauracji Browar Ksi¢zy Mtyn, w czasie ktorego wystapit z krotka pre-
zentacjg absolwent Politechniki Lodzkiej mgr inz. Damian Binkiewicz, pracujacy
w tym Browarze. Prezentacja dotyczyta wykorzystania wiedzy i doswiadczenia zdoby-
tego w czasie studiow w Politechnice L.6dzkiej w podejmowaniu i realizowaniu wy-
zwan w zyciu zawodowym.

Na zakonczenie sesji prof. dr hab. Andrzej Lenart oglosil, ze organizatorem XLV
Sesji Komitetu Nauk o Zywnosci i Zywieniu PAN bedzie Zachodniopomorski Uniwer-
sytet Technologiczny w Szczecinie.

Dr hab. inz. Dorota Zyzelewicz, prof. nadzw.
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechnika Lodzka
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WAZNIEJSZE KRAJOWE 1 ZAGRANICZNE KONFERENCJE NAUKOWE

Wrzesien

16-18

19-20

W 2019 ROKU

NITRA, Slovakia = 14™ International Scientific Conference FoodBioTech
Organizatorzy: Faculty of Biotechnology and Food Sciences of the Slovak University
of Agriculture in Nitra

Informacje: https://fbtcon.fbp.uniag.sk/

Kontakt: Zuzana Knazicka

e-mail: food.bio.tech.con@gmail.com ; tel. +421-37-641-5382

LODZ = 3" International Conference ,,Biologically Active Compounds in Food
— BACIF 2019~

Organizatorzy: Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnos$ci Politechniki Lodzkiej,
Instytut Technologii i Analizy Zywnos$ci Politechniki todzkiej, PTTZ - Oddziat
Lodzki, PTTZ - Sekcja Owocow i Warzyw

Informacje: http://bacif2019.p.lodz.pl

Kontakt: dr inz. Krzysztof Kotodziejczyk; tel. (42) 631-27-77

e-mail: bacif2019@info.p.lodz.pl

Pazdziernik

5-9

16-17

COLOGNE, Germany = Innovation Food Conference
Organizator: Koelnmesse GmbH Business International
Informacje: https://10times.com/innovation-food-conference

CZESTOCHOWA = VIII Ogélnopolska Konferencja Naukowa z cyklu Zyw-
nos¢ — Zywienie — Dietetyka nt. ,,Zywienie i dietetyka oséb starszych”
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21-23

Marzec

26 -27

Maj

21-22

Organizatorzy: Uniwersytet Humanistyczno-Przyrodniczy im. Jana Dlugosza w Czg-
stochowie, Polskie Towarzystwo Technologéw Zywnosci, Komitet Nauk o Zywnosci
i Zywieniu PAN

Informacje: www.dietkonf.ujd.edu.pl

Kontakt: mgr Sylwia Ptak

e-mail: dietkonf@ujd.edu.pl ; tel. (34) 361-49-18 w. 163

ROME, Italy = International Congress on Food Science and Agronomy ICFA 2019
on “Research and Innovations in Food Science and Agronomy for healthy life”
Organizatorzy: Science Access

Informacje: http://foodscience.summitsglobal.com

Kontakt: foodscience@sameetings.net ; tel. 1-302-428-9993, 1-267-646-2200

WAZNIEJSZE KRAJOWE 1 ZAGRANICZNE KONFERENCJE NAUKOWE
W 2020 ROKU

PIESTANY, Slovakia = XVII Scientific Conference with International Participation
“Food safety and control”

Organizatorzy: Department of Food Hygiene and Safety, Faculty of Biotechnology
and Food Sciences of the Slovak University of Agriculture in Nitra; National Contact
Point for Scientific and Technical Cooperation with EFSA — Ministry of Agriculture
and Rural Development, Bratislava

Informacje: www.bezpecnostpotravin.sk

Kontakt: prof. ing. Jozef Golian; e-mail: Jozef.Golian@uniag.sk

tel. +42137/6414 325

WROCLAW = XXV Jubileuszowa Sesja Naukowa Sekcji Mlodej Kadry Nau-
kowej PTTZ pt. ,,Przyszlo$¢ w zywnosci — zywno§é w przyszlosci” i VIII Inter-
national Session of Young Scientific Staff

Organizatorzy: PTTZ — Oddzial Wroctawski, Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocta-
wiu, Sekcja Mtodej Kadry Naukowej PTTZ, Sekcja Chemii Zywnosci Polskiego
Towarzystwa Chemicznego

Informacje: https://smkn2020.wordpress.com

Kontakt: dr inz. Anna Kancelista; e-mail: xxvsmsmknwroclaw@gmail.com

tel. (71) 320-77-73 / (71) 320-51-83
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Czerwiec

15-16

Wrzesien

17 -18

GDANSK = XXVIII Ogélnopolskie Sympozjum Bromatologiczne ,,Innowacyjne
podejscie do bezpiecznej zywnosci i racjonalnego zywienia”

Organizatorzy: Katedra i Zaklad Bromatologii Gdanskiego Uniwersytetu Medyczne-
go, Ogolnopolska Sekcja Bromatologiczna Polskiego Towarzystwa Farmaceutyczne-
go, Zespot Analityki Zywnosci Komitetu Chemii Analitycznej PAN, Zesp6t Higieny
Zywnosci i Zywienia Komitetu Nauki o Zywnosci Cztowicka PAN

Informacje: http://www.bromatologia2020.gumed.edu.pl

Kontakt: Katedra i Zaktad Bromatologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
e-mail: bromatologia2020@gumed.edu.pl ; tel. (58) 349-10-89

WARSZAWA = Konferencja Europejskiego Stowarzyszenia Badaczy Ziemnia-
ka 21* EAPR Triennial Conference

Organizatorzy: European Association for Potato Research, Instytut Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin

Informacje: https://www.eapr2020.pl

Kontakt: Magdalena Owczarek, tel. (12) 651-90-54

e-mail: eapr2020@targi.krakow.pl

KRAKOW = XIV Konferencja Naukowa z cyklu ,,Zywnosé XXI wieku® nt.
"Zywnos$¢ a oczekiwania wspélczesnego konsumenta"

Organizatorzy: PTTZ — Oddziat Matopolski, Wydzial Technologii Zywnosci Uni-
wersytetu Rolniczego im. Hugona Koltgtaja w Krakowie

Informacje: http://www.pttzm.org

Kontakt: dr hab. inz. Stanistaw Kowalski, prof. nadzw.

e-mail: zywnoscxxi@pttzm.org ; tel. (12) 662-47-47

Przy Zarzadzie Gtéwnym: TCHIBO — WARSZAWA Sp. z o0.0. Marki, HORTIMEX Plus
Spotka komandytowa Konin.
Przy Oddziale Matopolskim: ZAKEADY PRZEMYSLU TLUSZCZOWEGO BIELMAR

Sp. z o.0.,

Bielsko-Biala.

KOMUNIKATY

Informacje dla Autorow oraz wymagania redakcyjne publikujemy na nowej stro-
nie internetowej http://www.wydawnictwo.pttz.org

Przypominamy Panstwu o nowym adresie internetowym Wydawnictwa — e-mail:
redakcja@pttz.org
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Adresy Zarzadu Glownego, Oddzialow i Sekcji
Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci

PREZES / ODDZIAL

ADRES

Prof. dr hab. inz. Agnieszka Kita
Prezes PTTZ

UPWr, ul. Chetmonskiego 37/41, 51-630 WROCLAW
Tel.: (71) 320-77-62; e-mail: agnieszka.kita@upwr.edu.pl

Dr inz. Krzysztof Kotodziejczyk
Sekretarz PTTZ

PL, ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 L.ODZ
Tel.: (42) 631-27-77; e-mail: krzysztof.kolodziejczyk@p.lodz.pl

Dr hab. inz., prof. nadzw.
Aleksandra Wilczynska
Oddziat Gdanski

UM, ul. Morska 81-87, 81-225 GDYNIA
Tel.: (58) 558-62-81; e-mail: a.wilczynska@wpit.umg.edu.pl

Dr hab. inz., prof. nadzw.
Matgorzata Karwowska
Oddziat Lubelski

UP, ul. Skromna 8, 20-704 LUBLIN; Tel.: (81) 462-33-41;
e-mail: malgorzata.karwowska@up.lublin.pl

Dr inz. Krzysztof Kotodziejezyk
Oddziat Lodzki

PL, ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 LODZ
Tel.: (42) 631-27-77; e-mail: krzysztof.kolodziejezyk@p.lodz.pl

Dr hab. inz. prof. nadzw.
Mariusz Witczak
Oddziat Matopolski

UR, ul. Balicka 122, 30-149 KRAKOW
Tel.: (12) 662-48-35; e-mail: rrwitcza@cyf-kr.edu.pl

Dr hab. inz., prof. nadzw. Iwona Konopka
Oddziat Olsztynski

UWM, PL. Cieszyniski 1, 10-726 OLSZTYN
Tel.: (89) 523-34-66; e-mail: iwona.konopka@uwm.edu.pl

Dr hab. inz., prof. nadzw.
Matgorzata Dzugan
Oddziat Podkarpacki

UR w Rzeszowie, ul. M. Cwiklinskiej 2, 35-601 RZESZOW
Tel.: (17) 872-16-19; e-mial: mdzugan@ur.edu.pl

Dr hab. prof. nadzw. Izabela Dmytrow
Oddziat Szczecinski

ZUT, ul. Kazimierza Krolewicza 4, 71-550 SZCZECIN
Tel.: (91) 449-65-00; e-mail: izabela.dmytrow@gmail.com

Dr hab. inz., prof. nadzw. Ewa Jakubczyk
Oddziat Warszawski

SGGW, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 WARSZAWA Tel.:
(22) 593-75-62; e-mail : ewa jakubczyk@sggw.pl

Dr hab. inz. Matgorzata Gumienna
Oddziatl Wielkopolski

UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Tel.: (61) 848-72-67; e-mail: gumienna@up.poznan.pl

Prof. dr hab. inz. Joanna Kawa-Rygielska
Oddziat Wroctawski

UPWr, ul. Chetmonskiego 37/41, 51-630 WROCLAW
Tel.: (71) 320-77-64; e-mail: pttz_ow@wnoz.up.wroc.pl
joanna.kawa-rygielska@upwr.edu.pl

SEKCJE

Dr Karol Krajewski
Ekonomiczna

Politechnika Koszalinska, ul. Kwiatkowskiego 6e,
75-343 KOSZALIN
Tel.: 609-807-618; e-mail: janjasienczyk@poczta.onet.pl

Dr inz. Arkadiusz Zych
Technologii Migsa

ZUT, ul. Kazimierza Krolewicza 4, 71-550 SZCZECIN
Tel.: (91) 449-66-00 wew. 6583;
e-mail: arkadiusz.zych@zut.edu.pl

Dr hab. inz. Magdalena Rudzinska, prof.
Chemii i Technologii Thuszczéw

UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Tel.: (61) 848-72-76; e-mail: magdar@up.poznan.pl

Prof. dr hab. inz. Antoni Golachowski
Technologii Weglowodanow

UPWr, ul. Chetmonskiego 37/41, 51-630 WROCLAW
Tel.: (71) 320-77-68; e-mail: antoni.golachowski@upwr.edu.pl

Dr hab. inz. Dorota Walkowiak-Tomczak
Technologii Owocow i Warzyw

UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Tel.: (61) 846-60-43; e-mail: dorota.walkowiak@up.poznan.pl

Dr inz. Monika Przeor
Mtodej Kadry Naukowe;j

UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Tel.: (61) 848-73-30; e-mail: monika.przeor@up.poznan.pl
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