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MALGORZATA ZIARNO, PIOTR BARTOSZ

WIAZANIE CHOLESTEROLU PRZEZ BAKTERIE JOGURTOWE
W MODELOWYM SOKU JELITOWYM

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie zdolnosci kultur jogurtowych Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
i Streptococcus salivarius subsp. thermophilus do usuwania cholesterolu z modelowego soku jelitowego,
symulujacego warunki panujace w przewodzie pokarmowym. Wykazano, ze stopien redukcji poziomu
cholesterolu byt zréznicowany w zalezno$ci od koncentracji biomasy badanej kultury i powtérzenia do-
$wiadczenia, za$ nie zalezal od rodzaju srodowiska hodowlanego. Najwigkszy $redni ubytek cholesterolu
podczas 5-godzinnej hodowli w soku jelitowym stwierdzono w przypadku 10-krotnie skoncentrowanej
biomasy kultur Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (0,129 + 0,044 g/dm’) lub S. salivarius subsp. ther-
mophilus (0,139 + 0,029 g/dm®). Biomasy o 1-krotnym stezeniu komorek usuwaty z modelowego soku
jelitowego jedynie 0,066 + 0,022 g/dm® i 0,080 + 0,029 g/dm® cholesterolu, odpowiednio w przypadku
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus i S. salivarius subsp. thermophilus. 110§¢ cholesterolu usunigta przez
biomasg o 0,1-krotnym stopniu koncentracji nie roznita sig¢ statystycznie istotnie od ilosci cholesterolu
usunigtej przez biomasg o 1-krotnym stopniu koncentracji, niezaleznie od rodzaju srodowiska. Podczas 5-
godzinnej hodowli zbadano réwniez opornos¢ kultur na dziatanie soku jelitowego. Stwierdzono, ze kultury
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus lepiej przezywaly w srodowisku modelowego soku jelitowego niz kultu-
ry S. salivarius subsp. thermophilus.

Stowa kluczowe: wiazanie cholesterolu, bakterie jogurtowe, przezywalno$¢ bakterii, cholesterol, mode-
lowy sok jelitowy

Wprowadzenie

Na podstawie badan klinicznych przeprowadzonych na ochotnikach opisywane
jest dobroczynne oddziatywanie probiotykow na zdrowie ludzi. Takze badania in vitro
i na zwierzgtach dowodza, ze bakterie mlekowe maja wtasciwosci antycholesterolowe.
Doswiadczenia z tego zakresu potwierdzaja, ze t¢ zdolnos¢ w warunkach in vitro wy-
kazuja nie tylko szczepy uznane za probiotyczne, ale takze tradycyjne kultury bakterii
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fermentacji mlekowej, wykorzystywane w przemysle spozywczym do fermentacji
produktéw mleczarskich. Mozna przypuszczaé, ze bakterie kwasu mlekowego wykaza
si¢ podobnym potencjatem hipocholesterolemicznym réwniez w warunkach in vivo [1,
6,8,9].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zdolnosci kultur bakterii jogurtowych Lac-
tobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 1 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
do obnizania poziomu cholesterolu w modelowym soku jelitowym, imitujacym warun-
ki, jakie panuja w tym odcinku przewodu pokarmowego cztowieka, w ktorytm chole-
sterol jest wchianiany do krwiobiegu.

Material i metody badan

Do badan uzyto monokultur bakterii jogurtowych, Lb. delbrueckii subsp. bulgari-
cus 1 S. salivarius subsp. thermophilus, wyizolowanych z jogurtéw handlowych. Do
otrzymania biomasy komorek tych kultur uzyto ptynnych podtozy hodowlanych, od-
powiednio bulionu MRS (Merck) i bulionu M17 (Merck). W uzyskanych hodowlach
oznaczano metoda ptytkowa liczbe hodowanych bakterii jogurtowych, osobno pate-
czek i paciorkowcow mlekowych.

Oznaczanie zdolnos$ci bakterii do usuwania cholesterolu prowadzono w warun-
kach modelowych. Jako prob kontrolnych uzyto buliondow MRS i M17, natomiast
w celu symulowania warunkow panujacych w ludzkich jelitach przygotowano mode-
lowy sok jelitowy. Badane kultury przetrzymywano w podanych podlozach, zawieraja-
cych lub niezawierajacych dodatku cholesterolu, przez 5 godz. w temp. 37°C. Stgzenie
cholesterolu, przed rozpoczgciem hodowli i po jej zakonczeniu, oznaczano w ptynie
hodowlanym za pomoca diagnostycznego testu enzymatycznego (Cholésterol RTU,
BioMe¢érieux). Wyniki pomiaru st¢zenia cholesterolu postuzyly do obliczenia ilosci
usunigtego cholesterolu przez kazda z badanych kultur.

Modelowy sok jelitowy sporzadzono wedlug Marteau i wsp. [17], z modyfika-
cjami wlasnymi. W 1 dm’ 1M NaHCO; rozpuszczono 5 g NaCl, 0,6 g KCli 025 g
CaCl, oraz 8,5 g zo6tci wotowej. Po ustaleniu pH tak, aby po sterylizacji wynosito 7,0 &
0,2, przygotowany roztwor autoklawowano w temp. 121°C przez 15 min. Bezposred-
nio przez wykonaniem doswiadczenia, do soku jelitowego dodawano enzymy trzust-
kowe. Zrodlem tych enzymow byt preparat farmaceutyczny Kreon 10 000 (Solvay
Pharmaceuticals). Jedna kapsutka tego preparatu zawiera 150 mg pankreatyny z trzu-
stek wolowych o aktywnos$ci: 10000 jednostek FIP lipazy, 8 000 jednostek FIP amyla-
zy, 600 jednostek FIP proteazy. Enzymy byly dodawane w ilo$ci rdwnej zawartosci
dwoch kapsulek preparatu na 25 cm® modelowego soku jelitowego.

Zrédlem cholesterolu w probach byl krystaliczny cholesterol (o czystosci che-
micznej >99%, Sigma-Aldrich) rozpuszczony na gorgco w mieszaninie 99% etanolu
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i Tweenu 80, wymieszanych w proporcji 3:1. Kazdorazowo, przed do§wiadczeniem,
przyrzadzano nowa porcj¢ roztworu cholesterolu.

Wykonano 7 doswiadczen, w kazdym przypadku uzyto biomasy 10-krotnie za-
geszezonej (biomasa 10x), o normalnym stezeniu (biomasa 1x) i 10-krotnie rozcien-
czonej (biomasa 0,1x). Proby przygotowywano w dwoch powtorzeniach, osobno z Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus 1 ze S. salivarius subsp. thermophilus. Przygotowane
proby przetrzymywano w cieplarce w temp. 37°C przez 5 godz. Bezposrednio po przy-
gotowaniu prob i po uplywie 5 godz. pobierano ptyn pohodowlany do oznaczenia stg-
zenia cholesterolu (w celu oddzielenia komoérek proby wirowano przez 7 min przy
6500 rpm w temp. pokojowej). Stgzenie cholesterolu oznaczano testem enzymatycz-
nym, z uzyciem spektrofotometru Helios Gamma (Thermo Elektron Corporation).
Absorbancjg odczytywano przy dlugosci fali 500 nm. Stgzenie cholesterolu obliczano
z rdwnania:

gdzie:

X - stezenie cholesterolu w probie [g/dm’], P - absorbancja proby, W - absorbancja
wzorca (Cholesterol Calibrateur, BioM¢érieux), n - stgzenie cholesterolu we wzorcu,
wynoszace 2 g/dm’.

Druga czg$¢ pracy polegata na oznaczaniu stopnia przezywalnos$ci bakterii pod-
czas 5-godzinnej ich hodowli w bulionach MRS albo M17 oraz w modelowym soku
jelitowym, z dodatkiem lub bez dodatku roztworu cholesterolu. Przed rozpoczgciem
hodowli i1 po jej zakonczeniu liczbg bakterii, osobno paleczek i paciorkowcow, ozna-
czano metoda ptytkowa, odpowiednio w podtozach MRS albo M17 agar (Merck).
Plytki inkubowano w cieplarce w temp. 37°C przez 72 godz., w przypadku Lb. delbru-
eckii subsp. bulgaricus lub 48 godz., w przypadku S. salivarius subsp. thermophilus.
Hodowle, w zaleznosci od wymagan kultur, prowadzono w warunkach tlenowych lub
beztlenowych. Warunki beztlenowe dla Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus uzyskiwano
za pomocg anaerostatow (Merck), w ktorych umieszczano wktady (Merck) wytwarza-
jace atmosferg beztlenowa. Wynik podawano w jednostkach tworzacych kolonie (jtk)
w przeliczeniu na 1 cm’ hodowli.

Analizg statystyczng (wieloczynnikowa ANOVA na poziomie istotnosci a = 0,05)
prowadzono z wykorzystaniem programu komputerowego Statgraphics Plus 4.1.

Wiyniki i dyskusja

Rezultaty wielu badan prowadzonych w warunkach in vitro, jak i w warunkach in
vivo na zwierzgtach, dowodza, ze bakterie mlekowe maja zdolno$¢ do zmniejszania
poziomu cholesterolu. Nasuwa to przypuszczenia, ze rowniez u ludzi, poprzez spozy-
wanie mlecznych napojow fermentowanych zawierajacych bakterie kwasu mlekowego,
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mozna uzyskac efekt hipocholesterolemiczny. By potwierdzi¢ to przypuszczenie, nale-
zy zbada¢ zdolnosc¢ bakterii do wiazania cholesterolu w warunkach ludzkiego przewo-
du pokarmowego, w tym m.in. w jelitowej czesci, gdzie odbywa si¢ wchianianie chole-
sterolu pokarmowego.

Dotychczasowe badania in vitro z tego zakresu byly prowadzone w podiozach
optymalnych dla hodowli bakterii mlekowych. Nalezy podkresli¢, ze w tego typu do-
$wiadczeniach stosowano rézne warunki hodowli, rézne rodzaje roztworow cholestero-
lu (mieszanina cholesterolu i etanolu, cholesterol stabilizowany fosfatydylocholina,
PPLO), rézne jego stezenia (od 70 pg /cm® do 100 pg /cm?), rdzny czas hodowli (od 1
do 48 godz.), a takze podtoza o roznym sktadzie (MRS bulion, MRS-THIO, mleko) [2,
4,6,7,9, 11, 21]. Roznice te sprawiaja, ze wyniki badan opisanych w niniejszej pracy
sa trudne do przedyskutowania, gdyz w literaturze przedmiotu brak jest informacji na
temat hodowli bakterii mlekowych w warunkach imitujacych uktad pokarmowy (m.in.
w warunkach modelowego soku jelitowego).

W pierwszej czesci pracy zbadano kultury jogurtowe Lb. delbrueckii subsp. bul-
garicus 1 S. salivarius subsp. thermophilus pod wzgledem ich zdolnosci do usuwania
cholesterolu w optymalnym podlozu hodowlanym i w modelowym soku jelitowym.
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze podczas hodowli w zastosowanych warunkach ga-
tunki tych bakterii wykazaty taka zdolno$¢, lecz o ré6znym natgzeniu. Wiadomo, ze
bakterie kwasu mlekowego nie potrafia metabolizowac cholesterolu, stad jego ubytek
z podloza jednoznacznie wskazywal na zdolnos¢ badanych kultur do wiazania tego
zwiazku. Dane dostgpne w piSmiennictwie wskazuja, ze komorki bakterii sa zdolne do
wigzania cholesterolu, co polega na przylaczaniu jego czasteczek do $ciany lub blony
komoérkowej [4, 9, 11, 19, 26]. Uwaza sie, ze za przylaczanie czasteczek cholesterolu
do $ciany komorkowej bakterii odpowiedzialny jest obecny peptydoglikan, ktéry
u réznych bakterii fermentacji mlekowej na inny sktad chemiczny [9]. Fakt ten moze
sugerowac, ze ilo§¢ cholesterolu wiazanego przez kulture bakterii jest $Sci§le liniowo
zalezna od liczby komoérek w biomasie. Zgodnie z oczekiwaniami, w niniejszej pracy
najwigcej cholesterolu ubyto w podtozach zawierajacych 10-krotnie skoncentrowana
biomase, niezaleznie od tego, czy hodowle prowadzono w modelowym soku jelitowym
czy w podlozu kontrolnym. Przy tej koncentracji biomasy kultury Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus zwiazaty od 0,052 do 0,197 g/dm’ ($rednio 0,154 g/dm’) cholestero-
lu z modelowego soku jelitowego oraz od 0,062 do 0,168 g/dm’ (srednio 0,123 g/dm’)
cholesterolu z podtoza kontrolnego, bulionu MRS (tab. 1).

Duzy rozrzut wynikow wiazania cholesterolu przez bakterie fermentacji mleko-
wej nie jest zjawiskiem nowym. Problem ten byt omawiany w wielu publikacjach na-
ukowych. Przyktadowo, Pereira i Gibson [21], badajac szczepy réznych LAB, zwrdcili
uwage na znaczne wahania w zwiazaniu cholesterolu z podtoza MRS zawierajacego
0,2% taurocholanu sodu. Wiazanie cholesterolu wynosito od 0,4 do 47%, przy wyj-
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$ciowym jego stezeniu 0,1 g/dm’. Rasi¢ i wsp. [22], badajac rozne bakterie mlekowe,
stwierdzili, ze jeden z trzech badanych szczepow Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
wykazuje zdolno$é zwiazania 276 pg/cm’ cholesterolu z podtoza hodowlanego. Wg
cytowanych badaczy, pozostate szczepy Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus wiazaty
cholesterol w ilo$ci, odpowiednio, 123 i 102 pg/em’, za$ Lb. acidophilus 177-225
pg/cm’. Zdolno$é do redukeji poziomu cholesterolu przez bakterie rodzaju Lactobacil-
lus w warunkach in vitro potwierdzili takze Lin i Chen [13], ktoérzy badajac 5 szcze-
pow Lb. podczas 24-godzinnej hodowli w podtozu MRS uzyskali zwigzanie choleste-
rolu na poziomie od 11 do 71%.

Tabela 1

Zawarto$¢ cholesterolu w bulionie MRS i1 w soku jelitowym, poddanych dziataniu Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, w zalezno$ci od stopnia zaggszczenia biomasy (wartosci $rednie i SD).

The cholesterol content in MRS broth and in intestinal juice, treated by Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
depending on the degree of biomass concentration (means and SD).

Stobich Bulion MRS / MRS Broth Sok Jelitowy / Intestinal Juice
opien
biomasy W rolu ) to$¢ cholesterolu rolu tos¢ cholesterolu
l?;:gree of Inital cholesterol Final cholesFerol Inital cholesterol Final cholesFerol
1omass concentration concentra}tlon concentration concentrz;tlon
concentration
10x 1,00 +0,139 0,88 +0,123 1,02 +0,156 0,89 +0,154
1x 1,00 +0,139 0,93 +0,132 1,02 +0,156 0,96 +0,155
0,1x 1,00 +0,139 0,97 +0,134 1,02 +0,156 0,98 +0,176

W tab. 1. przedstawiono $rednie wyniki zawartosci cholesterolu na poczatku i po
zakonczeniu hodowli Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus w modelowym soku jelitowym
oraz w bulionie MRS, w zaleznoS$ci od stopnia zaggszczenia biomasy. Stwierdzono, ze
w miar¢ zmniejszania koncentracji biomasy komorkowej malata rowniez ilo$¢ usunig-
tego cholesterolu, co wydaje si¢ logiczne i zgodne z pismiennictwem [26]. Przeprowa-
dzona analiza statystyczna wykazala jednak brak $cistej zaleznosci migdzy stopniem
zageszczenia biomasy i stopniem zwiazania cholesterolu, co wydaje si¢ zaskakujace
(rys. 1).

Nalezato oczekiwa¢ wyraznej korelacji migdzy liczba komorek bakteryjnych
iiloscia cholesterolu usuwanego z podtoza [4, 9, 11, 25]. Tymczasem biomasa 10-
krotnie zageszczona wiazata tylko okoto 2-krotnie wigcej cholesterolu niz biomasa
o l-krotnym stopniu zaggszczenia (rys. 1). Ponadto, nie stwierdzono statystycznie
istotnej réznicy pomiedzy iloscia cholesterolu usunigtego przez biomase o 1-krotnym
i biomase¢ 0,1-krotnym stopniu zageszczenia, niezaleznie od zastosowanego podioza.
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W modelowym soku jelitowym biomasy o 1-krotnym i 0,1-krotnym stopniu koncen-
tracji komorek usunely $rednio, odpowiednio, 0,066 + 0,022 i 0,043 + 0,027 g/dm’
cholesterolu. Natomiast w bulionie MRS te same biomasy badanych paleczek kwasu
mlekowego usunely $rednio, odpowiednio, 0,069 + 0,019 i 0,030 + O,OZSg/dm3 chole-
sterolu. Pewnym wytlumaczeniem braku réznic w wiazaniu cholesterolu migdzy roz-
nymi zaggszczeniami biomasy moze by¢ fakt, ze pewng zdolno$¢ wiazania cholestero-
lu wykazujq takze martwe komorki bakteryjne [9, 14, 15, 16, 19, 23].
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Rys. 1.  Wplyw koncentracji biomasy Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus na warto$¢ usunigtego choleste-
rolu (wartosci $rednie i NIR).

Fig. 1.  The influence of the biomass concentration of Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus on the decrease
of cholesterol content (mean values and NIR).

Analiza statystyczna uzyskanych wynikoéw potwierdzita, ze warto$¢ zwiazania
cholesterolu nie zalezata od jego poczatkowego stezenia w probie (p = 0,5207) ani od
rodzaju podtoza (p = 0,6767). Wynika z tego, ze w modelowym soku jelitowym bada-
ne kultury pateczek kwasu mlekowego wiazaty doktadnie tyle samo cholesterolu, co w
podtozu kontrolnym (rys. 1). Zgodnie z danymi pi$miennictwa, w modelowym soku
jelitowym nalezato oczekiwa¢ ubytku cholesterolu wigkszego niz w bulionie MRS,
spowodowanego czg§ciowa koprecypitacja tego zwiazku z kwasami zotciowymi, co
jest szeroko opisywane w literaturze. W wielu badaniach in vitro, w ktérych do podto-
zy sa dodawane sole zolciowe, obserwuje sig¢ koprecypitacje cholesterolu z kwasami
zotciowymi uwolnionymi podczas hydrolizy soli zélciowych [5, 12]. Hydroliza taka
jest katalizowana przez hydrolaze soli zolciowych (BSH), enzym wytwarzany przez
wiele rodzajow bakterii mlekowych, szczegdlnie tych pochodzenia jelitowego. Jak
wynika z piSmiennictwa, koprecypitacja cholesterolu z kwasami z6tciowymi zachodzi
tylko w przypadku, gdy wartos¢ pH wynosi ponizej 5,5. Wytracanie ustaje w srodowi-
sku o pH réwnym lub wyzszym od okoto 6,0 [12]. Oznacza to, ze kwasowos¢ mode-
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lowego soku jelitowego, zastosowanego w niniejszej pracy, moze by¢ wytlumacze-
niem uzyskanych warto$ci wiazania cholesterolu w tym podlozu przez kultury Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus.

Doswiadczenia wykazaly, ze na przezywalnos¢ testowanych kultur w $rodowisku
modelowego soku jelitowego wptywa stopien koncentracji komoérek w biomasie. Kul-
tury Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus w 10-krotnie zatgzonej biomasie, podczas ho-
dowli w modelowym soku jelitowym przezywaty stabiej w porownaniu z hodowla w
bulionie MRS. Natomiast w przypadku 0,1-krotnie skoncentrowanej biomasy, liczba
komorek znacznie zmniejszyta si¢ w poréwnaniu z hodowla w bulionie MRS (rys. 2).
Zapewne 10-krotnie zaggszczona biomasa buforowala srodowisko modelowego soku
jelitowego i zmniejszyta jego niekorzystny wptyw. Bardzo istotne znaczenie ma row-
niez fakt, ze hodowla byta prowadzona przez 5 godz. W tym czasie biomasa komor-
kowa w podtozach kontrolnych nie zdazyta si¢ namnozy¢, zas w modelowym soku
jelitowym wykazata jeszcze przezywalnos¢ (rys. 2). Prawdopodobnie, gdyby hodowla
trwata 24 godz. otrzymane wyniki bylyby bardziej zréznicowane. By¢ moze biomasa
w podlozu kontrolnym zdazylaby si¢ namnozy¢ i zwigza¢ wigcej cholesterolu, za$
zywotnos$¢ komorek w biomasie w modelowym soku jelitowym zapewne wykazataby
catkowicie znikoma przezywalno$¢ i stwierdzono by mate usunigcie cholesterolu.
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Rys. 2. Liczba Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus po 5-godzinnej hodowli w podtozu kontrolnym (bulio-
nie MRS) i w modelowym soku jelitowym (wartosci $rednie i odchylenia standardowe).

Fig.2. The number of Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus after 5 h incubation in control broth (MRS
broth) and artificial intestinal juice (mean values and SD).
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W literaturze naukowej przedstawiane sa badania potwierdzajace zdolnos¢ bakte-
rii rodzaju Lactobacillus do przezywania w warunkach in vivo w przewodzie pokar-
mowym ludzi [18, 24, 27, 28]. Szczep Lb. casei byt wykrywany w koncowej czesci
przewodu pokarmowego ludzi, ktérzy spozywali mleko fermentowane przez ten szczep
pateczek mlekowych. Przezywalnos¢ w poczatkowej czesci jelita cienkiego wyniosta
51,2%, a w koncowej czgsci przewodu pokarmowego obnizylta si¢ do 28% [20]. Pi-
$miennictwo podaje takze o zdolnosci rodzaju Lactobacillus do redukcji poziomu cho-
lesterolu w warunkach in vivo. Potwierdzeniem sa badania Andersona i Gillilanda [1],
ktorzy dowiedli, ze Lb. acidophilus podawany wraz z mlecznymi napojami fermento-
wanymi moze obniza¢ poziom cholesterolu w surowicy krwi ludzi. Rowniez Gilliland
i wsp. [6] potwierdzili zdolno$¢ do redukcji poziomu cholesterolu przez szczep Lb.
acidophilus RP32. W swoim doswiadczeniu badacze ci wykazali nizszy poziom chole-
sterolu w surowicy krwi $win karmionych dieta wysoko cholesterolowa w poréwnaniu
z grupa, ktora nie miata podawanego szczepu Lb. acidophilus RP32.

Tabela 2

Zawarto$¢ cholesterolu w bulionie MRS i w soku jelitowym, poddanych dziataniu S. salivarius subsp.
thermophilus, w zalezno$ci od stopnia zaggszczenia biomasy (warto$ci $rednie 1 SD).

The cholesterol content in MRS broth and in intestinal juice, treated by S. salivarius subsp. thermophilus
depending on the degree of biomass concentration (means and SD).

Stonief Bulion M17 / MRS Broth Sok Jelitowy / Intestinal Juice
opien
zageszcezenia P;ri(z)ggk:&; ?ezsig Koncowa zawar- vfe?r(t:(z)zs'if':k:l::) ellezs?é_ Koncowa zawar-
biomasy W rolu ) to$é cholesterolu rolu to$é cholesterolu
Degree of . Final cholesterol . Final cholesterol
. Inital cholesterol . Inital cholesterol .
biomass concentration concentration concentration concentration
concentration [2/dm’] [g/dm’] o] [g/dm’]
10x 1,00 +0,186 0,88 +0,185 1,05 +0,167 0,91 +0,167
1x 1,00 +0,186 0,92 +0,186 1,05 +0,167 0,97 +0,173
0,1x 1,00 +0,186 0,95 +0,188 1,05 +0,167 1,01 +0,163

W przypadku kultur S. salivarius subsp. thermophilus, badanych w niniejszej pra-
cy, stwierdzono podobna zalezno$¢ pomigdzy stopniem zaggszczenia biomasy i iloscia
zwiazanego cholesterolu, jaka zaobserwowano u Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
(tab. 2). Ilo$¢ cholesterolu zwiazana przez biomasg 10-krotnie zatgzona byta prawie 2-
krotnie wyzsza od ilosci cholesterolu zwiazanej przez biomasg o 1-krotnej koncentracji
komorek (tab. 2). Kultury S. salivarius subsp. thermophilus o 10-krotnym stopniu kon-
centracji komoérek wiazaly cholesterol na poziomie $rednio 0,139 + 0,029 i 0,119 +
0,027 g/dm’, odpowiednio z modelowego soku jelitowego i bulionu M17. Natomiast
biomasa o 1-krotnym stopniu koncentracji komoérek wigzata, odpowiednio, $rednio
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0,080 + 0,029 i 0,080 £0,034 g/dm’. Analiza statystyczna nie wykazata istotnych roz-
nic pomigdzy iloscia cholesterolu zwiazana przez biomasg o 1-krotnej i biomasg o 0,1-
krotnej koncentracji komorek, niezaleznie od tego, jakie bylo wyjsciowe stezenie cho-
lesterolu (p = 0,0579). Biomasa o 0,1-krotnym stopniu koncentracji komoérek wigzala,
odpowiednio, $rednio 0,044 + 0,025 i 0,052 + 0,046 g/dm’. Podobnie, jak w odniesie-
niu do kultur Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, nie zaobserwowano istotnych ro6znic
w usuwaniu cholesterolu z modelowego soku jelitowego i podtoza kontrolnego (p =
0,9085; rys. 3). Dla porownania, Rasi¢ i wsp. [22], badajac rozne bakterie kwasu mle-
kowego, uzyskali w przypadku S. salivarius subsp. thermophilus zwiazanie cholestero-
lu na poziomie 69 i 59 ug cholesterolu/cm’ podtoza hodowlanego. Cytowani badacze
nie oznaczali wigzania cholesterolu przez omawiane bakterie w modelowym soku jeli-

towym.
0,08F I I .

=
“
—
(=)
™1
1

content [g/dm3]
u:::
5

Ubytek cholesterolu
The decrease of the chelesterol

0,1 1,0 10
Koncentracja biomasy / Biomass concentration

Rys. 3.  Wplyw koncentracji biomasy S. salivarius subsp. thermophilus na warto$¢ usunigtego choleste-
rolu (wartoéci $rednie i NIR).

Fig. 3.  The influence of the biomass concentration of S. salivarius subsp. thermophilus on the decrease
of cholesterol content (mean values and NIR).

Jak przedstawiono na rys. 4, w niniejszej pracy nie zaobserwowano przezywalno-
sci S. salivarius subsp. thermophilus w modelowym soku jelitowym. Wyniki przezy-
walno$ci w zastosowanych warunkach moga by¢ spowodowane m.in. tym, ze S. sa-
livarius subsp. thermophilus nie wystgpuje naturalnie w przewodzie pokarmowym
ludzi i zwierzat, wigc bakterie te nie maja naturalnej opornosci na warunki soku jelito-
wego [10]. Badania, ktore dowodza, ze niektore S. salivarius subsp. thermophilus po-
trafig jednak przezywa¢ w ludzkim przewodzie pokarmowym przeprowadzili Elli
i wsp. [3]. Badacze podawali grupie 20 ochotnikéw jogurt zawierajacy zywe komorki
bakterii mlekowych. W koncowej czgsci przewodu pokarmowego oraz w kale pobiera-
nym od ochotnikéw wykrywano zywe komorki S. salivarius subsp. thermophilus i Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus. Mozna przypuszczaé, ze przezywalno$¢ pateczek i pa-
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ciorkowcow mlekowych w uktadzie pokarmowym cztowieka jest uzalezniona od in-
dywidualnych cech szczepow tych bakterii i nie jest wlasciwoscia catych gatunkow.
Zjawisko wiazania cholesterolu przez S. salivarius subsp. thermophilus w modelowym
soku jelitowym, przy jednoczesnej bardzo niskiej przezywalnosci, mozna thumaczy¢
spostrzezeniami Lina i Chena [13]. Doszli oni do wniosku, ze w warunkach in vivo,
hipocholesterolemiczna zdolno$¢ bakterii bedzie si¢ objawia¢ przez asymilacje chole-
sterolu do btony komoérkowej lub poprzez fizyczne zwiazanie (adsorpcje) czasteczek
cholesterolu do powierzchni §ciany komorkowe;j. Jednoczesnie zwrocili uwagg na fakt,
ze koprecypitacja cholesterolu z kwasami zotciowymi nie bedzie wplywaé¢ na zmniej-
szenie poziomu cholesterolu w przewodzie pokarmowym, poniewaz w jelicie cienkim
pH jest wyzsze od 6,0.

B bulion M17 / M17 bullion

Osok jelitowy / intestinal juice

10,0

9,0 |
8,0 |

70 -

6,0
50 f
40 |
30 f

2,0 |

[log liczby jtk w 1 cm3] / [log CFU in cm3]

1,0
Biomasa 10-krotnie zatezona / 10-fold Biomasa 10-krotnie rozcienczona / 10-fold
Concentrated biomass Diluted biomass

Rys. 4. Liczba S. salivarius subsp. thermophilus po 5-godzinnej hodowli w podtozu kontrolnym (bulio-
nie M17) i w modelowym soku jelitowym (wartosci §rednie i odchylenia standardowe).

Fig. 4. The number of S. salivarius subsp. thermophilus after 5 h incubation in control broth (M17
broth) and artificial intestinal juice (means and SD).

Mozna stwierdzi¢, ze w warunkach do$wiadczalnych zastosowanych w niniejszej
pracy, kultury S. salivarius subsp. thermophilus i Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
usuwaty cholesterol z modelowego soku jelitowego gléwnie na zasadzie fizycznego
wiazania do $ciany komorkowej badanych paciorkowcow mlekowych. Swiadczy¢
o tym moze stwierdzony brak rdéznicy pomigdzy stopniem zwiazania cholesterolu
w modelowym soku jelitowym i w podtozu kontrolnym przez te bakterie, a takze jed-
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noczesnie wykazana niska ich przezywalno$¢ w modelowym soku jelitowym w po-
réwnaniu z podtozem kontrolnym.

7Ze

Interpolujac wyniki niniejszych badan na warunki in vitro, nalezy pamigta¢ o tym,
hipocholesterolemiczne dzialanie probiotykéw moze rowniez polegaé na wplywie

na pasaz tresci pokarmowej przez jelita, a takze wchtanianie egzogennego cholesterolu
i jelitowo-watrobowy obieg kwasow zoétciowych.

Whioski

L.

Bakterie jogurtowe S. salivarius subsp. thermophilus i Lb. delbrueckii subsp. bulga-
ricus maja zdolno$¢ do wiazania cholesterolu w modelowym soku jelitowym
w stopniu podobnym, jak w podtozach hodowlanych podczas 5-godzinnej hodowli.

. W zastosowanych warunkach doswiadczalnych, 10-krotne zaggszczenie biomasy

komorek bakteryjnych prowadzi do co najwyzej 2-krotnego wzrostu ilosci choleste-
rolu usunigtego ze srodowiska.

. Kultury Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus lepiej przezywaja w srodowisku mode-

lowego soku jelitowego niz kultury S. salivarius subsp. thermophilus.

Brak zalezno$ci pomigdzy przezywalnoscia bakterii jogurtowych i stopniem wiaza-
nia cholesterolu wskazuje na dominacj¢ mechanizmu fizycznego wiazania choleste-
rolu (adhezji) nad mechanizmem jego wbudowywania w btony komoérkowe bakte-
rii.
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THE CHOLESTEROL BINDING BY YOGHURT BACTERIA IN SIMULATED
INTESTINAL JUICE

Summary

The aim of this study was to determinate the ability of yoghurt bacteria Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus and Streptococcus salivarius subsp. thermophilus to remove cholesterol from intestinal
juice, which simulated gastro-intestinal track. The degree of the cholesterol level reduction depends on the
biomass concentration and the repetition of trial, but not on the type of culture media. The highest average
uptake of cholesterol during 5 hours culture in intestinal juice was obtained for 10-fold concentrated bio-
masses of Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (0.129 + 0.044 g/dm®) or S. salivarius subsp. thermophilus
(0.139 + 0.029 g/dm®). From intestinal juice biomass of 1-fold concentration of Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus and S. salivarius subsp. thermophilus cells removed 0.066 + 0.022 g/dm® and 0.080 + 0.029
g/dm® of cholesterol, respectively. The amount of cholesterol removed by 0.1-fold concentrated biomass
did not differ statistically significant from the amount of cholesterol removed by 1-fold concentrated
biomass. The survival of yoghurt bacteria in intestinal juice during 5 hours grow was investigated. Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus survived better than S. salivarius subsp. thermophilus in simulated intestinal
juice.

Key words: cholesterol assimilation, yoghurt bacteria, survival of bacteria, cholesterol, simulated gastric

. Y
juice
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