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ANNA BZDUCHA, MIECZYSEAW W. OBIEDZINSKI

WPLYW BIFIDOBACTERIUM LACTIS NA UDZIAL KWASU
LINOLOWEGO O WIAZANIACH SPRZEZONYCH W TLUSZCZU
MODELOWYCH SEROW DOJRZEWAJACYCH

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wptywu probiotycznych pateczek Bifidobacterium lactis Bb-12 na zawar-
to$¢ kwasu linolowego o wiazaniach sprzgzonych (CLA) w tluszczu modelowych seréw dojrzewajacych.

Wyniki badan wskazuja, ze w odpowiednich warunkach dojrzewania bakterie Bifidobacterium lactis
moga pozytywnie wpltywaé na zawarto§¢ CLA w tluszczu badanych serow modelowych. W czasie doj-
rzewania w temperaturze 14°C zaobserwowano statystycznie istotny wzrost zawarto§ci CLA w serach
z dodatkiem szczepu Bb-12 po 6smym tygodniu dojrzewania Wynidst on ok. 60 mg CLA/100 g tluszczu.
W ostatnim tygodniu dojrzewania sery modelowe spelnialy wymég minimum terapeutycznego odnosza-
cego si¢ do produktow probiotycznych i zawieraly w 1 g produktu ok. 10° zywych komoérek bakterii
z rodzaju Bifidobacterium.

Stowa kluczowe: Bifidobacterium, CLA, modelowe sery dojrzewajace

Wprowadzenie

Thuszcz produktéw mleczarskich zawiera skladniki o potencjalnym dziataniu
prozdrowotnym m.in. przeciwnowotworowym, przeciwmiazdzycowym, zapobiegaja-
cym otylosci, jak rowniez cukrzycy [7, 8, 17, 24]. Takie wlasciwosci przypisuje si¢
grupie izomeréw pozycyjnych i geometrycznych kwasu linolowego o wigzaniach
sprzezonych (z ang. conjugated linoleic acid - CLA). W produktach mleczarskich izo-
merem stanowiacym ponad 80% izomeréw CLA w sumie kwasow ttuszczowych jest
kwas 18:2 cis-9, trans-11. CLA jest produktem posrednim biohydrogenacji kwasu lino-
lowego do stearynowego, przeprowadzanej przez mikroflor¢ zwacza zwierzat przezu-
wajacych. Dodatkowo CLA moze powstawa¢ w wyniku desaturacji kwasu wakceno-
wego (18:1, trans11) w gruczotach mlecznych tych zwierzat [2, 7, 21]. Badania wska-
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zuja, ze zdolnos¢ konwersji kwasu linolowego do CLA moga wykazywaé rowniez
niektore szczepy z rodzaju Bifidobacterium. 1zomer cis-9, trans-11 CLA produkowany
byt przez badane bakterie w najwigkszej ilosci [1, 4, 10, 12, 19, 22]. Bifidobakteriom
przypisuje si¢ wiele pozytywnych wtasciwosci, m.in. produkcj¢ kwasu mlekowego
i octowego, co skutkuje pozytywnym obnizaniem pH w przewodzie pokarmowym
cztowieka. Wysuwa si¢ hipoteze, ze dobroczynne oddziatywanie tych bakterii moze
by¢ rowniez zwiazane ze zdolnos$cia biosyntezy CLA [4, 14, 19]. Badania nad zdolno-
$cig probiotycznych bifidobacterii do biosyntezy CLA moga stworzy¢ nowe mozliwo-
$ci polepszania funkcjonalnych wlasciwosci zywnos$ci, poprzez mikrobiologiczne
zwigkszanie ilo$ci sktadnikoéw prozdrowotnych, tj. CLA [4].

Celem pracy byto okreslenie wptywu probiotycznych paleczek Bifidobacterium
lactis Bb-12 na zawarto$¢ CLA w tluszczu modelowych serow dojrzewajacych.

Material i metody badan

Do wytworzenia ser6w modelowych uzyto gleboko mrozonej szczepionki bakterii
starterowych Lactococcus lactis subsp. lactis R-603 (Chr. Hansen) oraz liofilizowanej
monokultury probiotycznych paleczek Bifidobacterium lactis Bb-12 (Chr. Hansen).
Przed zaszczepieniem serow modelowych bakterie Bb-12 namnazano w bulionowym
podtozu MRS przez 24 h w temp. 37°C. Kultury Lactococcus lactis subsp. lactis R-603
namnazano w bulionowym podtozu M17 przez 24 h w temp. 30°C.

Material do badan stanowity sery modelowe, do ktérych wraz z kulturami starte-
rowymi procesu fermentacji (Lactococcus lactis subsp. lactis) dodawano bakterie pro-
biotyczne Bb-12, przy czym ser kontrolny zawierat tylko bakterie starterowe R-603.
Sery modelowe wytwarzano z zachowaniem warunkow sterylnych. Do szklanych bute-
lek Shotta o pojemnosci 11 odwazano $mietanke UHT (30% tluszczu), odtluszczony
proszek mleczny, dodawano 250 ml uprzednio wysterylizowanej wody oraz NaCl (2%
m/m) i cytrynian sodu (0,3% m/m). Zaréwno $mietanke, jak i mleko w proszku doda-
wano w ilosci ok. 28% wagowych. Koncowa masa sera modelowego stanowita ok. 600
g. Mase ogrzewano do temp. 31°C, zaszczepiano kulturami bakterii na poziomie
ok.10” jtk/g sera modelowego (Lactococcus lactis subsp. lactis i Bifidobacterium lac-
tis). W temp. 31°C termostatowano maseg przez dodatkowe 30 min, po czym dodawano
podpuszczke (1:13000, Marzyme, Chr. Hansen). Krzepnigcie mleka prowadzono przez
45 min w temp. 31°C. Sery modelowe wykonywano wedtug zmodyfikowanej procedu-
ry Crespo i wsp. [5]. Po wytworzeniu si¢ skrzepu serowego masg cigto, dogrzewano do
ok. 41°C i termostatowano w tej temperaturze ok. 40 min. Tak przygotowane sery mo-
delowe poddawano dojrzewaniu przez 8 tygodni w temp. 6 i 14°C. Prébki do analiz
mikrobiologicznych oraz fizykochemicznych pobierano bezposrednio po wytworzeniu
seréow (proba 0) oraz w 2., 4., 6. i 8. tygodniu dojrzewania. Probki przeznaczone do
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analizy estrow metylowych kwasoéw thuszczowych przechowywano w temp. -21°C do
czasu analizy.

Analizy sktadu estrow metylowych kwasow ttuszczowych wykonywano w trzech
powtodrzeniach w serach modelowych z kolejnych okresow dojrzewania. Thuszcz eks-
trahowano z probek za pomoca mieszaniny chloroform : metanol (2:1 v/v) oraz doda-
wano nasycony KCl. Przed ekstrakcja dodawano 500 pg standardu wewngtrznego
(triacyloglicerol kwasu heneicosanowego - TAG C21:0, Nu-Chek Prep, Inc., T-175).
Stosowano transestryfikacj¢ kwasow ttuszczowych za pomoca 0,5 M KOH w metanolu
(37°C/30 min). Estry metylowe kwasoéw thuszczowych (w tym CLA - 18:2 cis9,
trans11) oznaczano metoda chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrem mas
(GC/MS-QP2010, Shimadzu) w kolumnie polarnej SP-2560 (100 x 0,2 um x 0,25 mm)
firmy Supelco. Probke nastrzykiwano w trybie bezdzielnikowym w temp. dozownika
240°C. Rozdziat chromatograficzny przebiegal w warunkach chromatografowania:
temp. poczatkowa kolumny - 40°C, izoterma 12 min, wzrost temp. o 10°C/min do
160°C, izoterma 20 min, nast¢pnie wzrost temp. pieca o 4°C/min do 180°C - izoterma
20 min, po czym zastosowano wzrost temp. o 6°C/min do 230°C (izoterma 15 min).
Gazem no$nym byt hel o przeplywie 1,10 cm’/min. Stosowano nastepujace warunki
pracy spektrometru masowego: temp. zrodta jonéw 200°C, temp. linii taczacej GC
z MS 200°C, jonizacja elektronami o energii 70eV, napigcie detektora 1,13 kV, zakres
przemiatania filtru kwadrupolowego 50 - 500 m/z. Identyfikacje CLA (18:2 cis-9,
trans-11) prowadzono poréwnujac spektrum masowe oraz czas retencji ze standardem
tego izomeru. Obliczen ilo$ciowych dokonywano wzgledem standardu wewnetrznego
z zastosowaniem wspotczynnikéw korekcyjnych.

Oznaczenie azotu ogotem (metoda Kjeldahla), zawartosci tluszczu ogdtem (meto-
da butyrometryczna) oraz obliczenie zawartosci thuszczu w suchej masie, analize za-
warto$ci wody 1 suchej masy (suszenie w temp. 102° C) oraz pomiary pH (metoda
potencjometryczna) prowadzono zgodnie z PN-73/A-86232 [16].

Liczbe tlenowych paciorkowcdéw mlekowych oznaczano metoda ptytkowa, pro-
wadzac hodowle na pozywce agarowej M17 o pH 7,2 (Merck); inkubacja tlenowa
w temp. 30°C + 1°C/72 h. Oznaczenie liczby beztlenowych paleczek mlekowych pro-
wadzono metoda ptytkowa (posiew metoda kropelkowa). Hodowla beztlenowa z wkta-
dami do wytwarzania atmosfery beztlenowej w stoju do hodowli beztlenowej (Anaero-
culr, Merck) na pozywce MRS-Agar o pH 5,4 (Biomeriéux). Inkubacja w temp.
42°C/72 h. Analizy mikrobiologiczne wykonywano w dwoch powtdrzeniach. Wyniki
podawano jako log jtk/1 g sera modelowego.

Statystyczna istotno$¢ roéznic migdzy zawartoscia CLA w serach po okre§lonym
czasie dojrzewania okre§lano przeprowadzajac analiz¢ wariancji przy poziomie istot-
nosci o= 0,05 w programie Statgraphics 4.1.
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Wiyniki i dyskusja

Analiza fizykochemiczna wytworzonych ser6w modelowych pozwolita na ich
sklasyfikowanie jako sery potttuste migkkie. Charakteryzowaty si¢ one 23% zawarto-
$cig ttuszczu w suchej masie (ok. 42%) i 11% zawartoscia biatka ogotem (danych nie
przedstawiono). Analizujac zmiany pH seréw modelowych w temp. 6 i 14°C zauwazo-
no istotny wplyw warunkéw dojrzewania na aktywnos$¢ metaboliczng zastosowanych
kultur bakterii, a tym samym na intensywno$¢ produkcji kwaséw organicznych (glow-
nie mlekowego i octowego). W temp. 14°C odnotowano wyrazny wptyw dodatku bifi-
dobakterii na zmiany pH. W modelu z dodatkiem probiotykéw kwasowo$¢ potencjo-
metryczna w 6smym tygodniu dojrzewania serow wynosita ok. 4,9 przy wartosci pH
ok. 6,4 zaraz po wytworzeniu seréw. W serach kontrolnych dojrzewajacych w tej sa-
mej temp. pH uleglo obnizeniu z 6,4 do 5,2 w konicowym okresie dojrzewania.
W temp. 6°C zmiany pH byly mniej intensywne, kwasowo$¢ ulegta podwyzszeniu
o ok. 1 jednostke pH (z 6,4 do ok. 5,5) we wszystkich modelach serow. Podobne rezul-
taty otrzymali w swych badaniach Mc Brearty i wsp. [11]. Autorzy ci podaja, ze przy-
spieszona produkcja kwaséw moze by¢ korzystna podczas dojrzewania serow, skraca-
jac czas formowania si¢ skrzepu, jednak moze réwniez przyczyni¢ si¢ do obnizenia
poziomu cech sensorycznych serow.

Po wytworzeniu serow modelowych liczba zywych komoérek mezofilnych pacior-
kowcow tlenowych z rodzaju Lactococcus lactis byta na podobnym poziomie we
wszystkich modelach i wynosita $rednio 7,7 log jtk/g (rys. 1). W przypadku serow
dojrzewajacych w temp. 6°C, zar6wno w przypadku seréw kontrolnych bez dodatku
Bifidobacterium lactis, jak i z dodatkiem szczepu Bb-12 obserwowano wzrost liczby
zywych paciorkowcéw mlekowych o ok. 1 cykl logarytmiczny do 2. tygodnia, po
czym nastgpowato ustabilizowanie si¢ liczby tych bakterii na poziomie ok. 8,6 log
jtk/g. Sery modelowe dojrzewajace w temp. 14°C charakteryzowaty si¢ wzrastajaca
liczba paciorkowcow tlenowych w dhuzszym okresie czasu, bowiem do 4. tygodnia
w przypadku modelu z dodatkiem szczepu Bb-12 oraz do 6. tygodnia w probie kontro-
Inej. Zmiana liczby bakterii starterowych wynosita z ok. 4-107 jtk/g do ok.1,5-10® jtk/g.
Podobny przyrost obserwowali roéwniez inni autorzy [11, 13].

Podczas dojrzewania serow w temp. 6 i 14°C nie stwierdzono hamujacego wpty-
wu bifidobakterii na rozwoj bakterii starterowych Lactococcuc lactis. Brak negatyw-
nych interakcji migdzy szczepami Bifidobacterium Bb-12 oraz Lactococcus odnotowali
rowniez Vinderola i wsp. [20], co jest zjawiskiem pozadanym pod wzgledem techno-
logicznym.

Inoculum pateczek mlekowych z rodzaju Bifidobacterium wynosito ok. 107 jtk/g.
W calym okresie dojrzewania serow modelowych z dodatkiem Bifidobacterium lactis
w temp. 6°C wykazano powolne zmniejszanie si¢ liczby zywych komorek z poczatko-
wej 1:107 do ok. 1,85:10° jtk/g (rys. 2). Jak podaja Boylston i wsp. [3], zdolno$¢ prze-
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zywania bakterii z rodzaju Bifidobacterium w serach jest zalezna od szczepu, aktywno-
$ci bakterii kwasu mlekowego uzytych podczas produkcji sera, sktadu chemicznego
matrycy serowej oraz warunkow procesu technologicznego i dojrzewania. Nalezy row-
niez pamigta¢, ze mleko nie jest podtozem dostarczajacym wszystkich niezbednych
sktadnikow do rozwoju bifidobakterii. Model sera z dodatkiem paleczek Bifidobacte-
rium poddany dojrzewaniu w temp. 14°C charakteryzowatl si¢ inng dynamika rozwoju
tych pateczek.
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Rys. 1. Zmiany liczby mezofilnych paciorkowcow tlenowych w czasie dojrzewania seréw modelowych
w temperaturze 6 i 14°C.

Fig. 1. Changes in the count of mesophilic aerobic lactic coccus bacteria during the period of the model
cheeses ripening at a 6°C and 14°C temperature.

Do drugiego tygodnia dojrzewania stwierdzono wyrazny wzrost liczby zywych
bakterii z rodzaju Bifidobacterium lactis o ok. 1,5 cyklu logarytmicznego, tj. z 1,8x10’
do ok. 5x10® jtk/g. Nastepnie wystgpowato obumieranie zywych komorek, tak ze w
ostatnim tygodniu dojrzewania ich liczba wynosita 7,5x10° jtk/g, co nie jest korzystne
pod wzgledem zapewnienia funkcjonalno$ci produktu w zakresie probiotycznosci.
Wyniki badan m.in. Phillipsa i wsp. [15] wskazuja na dobra przezywalnos¢ bakterii
probiotycznych, w tym Bifidobacterium, na poziomie 10° — 107 jtk/g sera po 32 tygo-
dniach dojrzewania, co pozwala zakwalifikowac je do grupy produktéw probiotycz-
nych. Wymagane minimum terapeutyczne zawarto$ci zywych probiotykéw w produk-
tach z dodatkiem tych bakterii wynosi minimum 10° zywych komoérek pateczek pro-
biotycznych w 1 g produktu [6]. Na poziomie powyzej 107 jtkl/g przezywalnosé¢ Bifidi-
bacterium w serach dojrzewajacych obserwowali rowniez Ong i wsp. [12], aczkolwiek
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Mc Brearty i wsp. [11] wykazali odmienne zdolnosci przezywania Bifidobacterium
podczas dojrzewania seré6w w zaleznos$ci od konkretnego szczepu bakterii.

Zawarto$¢ CLA (18:2 cis-9, trans-11) w probie 0 (po wytworzeniu serow) wyno-
sita od ok. 620 mg/100g ttuszczu do ok. 750 mg/100g thuszczu (rys. 3), odpowiednio
w serach modelowych dojrzewajacych w temp. 14 i 6°C. Zlatanos i wsp. [23] poréw-
nywali zawartos¢ CLA w réznych serach dojrzewajacych i ustalili, Ze wynosi ona
w przedziale od ok. 450 do 950 mg CLA/100g ttuszczu. Jiang i wsp. podaja [9], ze
zawarto§¢ CLA w serach typu cheddar produkowanych z wykorzystaniem réznych
szczepow Lactococcus lactis wynosita migdzy 500 a 700 mg/100 g thuszczu.
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Rys. 2. Zmiany liczby bakterii z rodzaju Bifidobacterium w czasie dojrzewania serdOw modelowych
w temperaturze 6 1 14°C.

Fig. 2. Changes in the count of Bifidobacterium bacteria during the period of the model cheeses ripen-
ing at a 6°C and 14°C temperature.

Réznice ilosciowe zawartosci izomerow mogly wynikaé z réznic zawartosci CLA
w mleku stosowanym do wyrobu seréw, odmiennych warunkow produkcji, zastosowa-
nych kultur starterowych, a takze warunkéw oraz czasu dojrzewania seréw. Zwigkszo-
ne stezenie kwasu C18:2 cis-9, trans-11 stwierdzili w serach dojrzewajacych Shantha
i wsp. [18], ktorzy podaja, ze zawartos¢ tych izomerow prawdopodobnie ulega pod-
wyzszeniu pod wpltywem roznych czynnikow procesu technologicznego. Wyzsze ste-
zenie kwasoéw o wiazaniach skoniugowanych zaobserwowano w serach dojrzewaja-
cych (ok. 8,8 mg CLA/g tluszczu) w poréwnaniu z nieprzetworzonym mlekiem - poni-
zej 1 mg CLA/g thuszczu [9]. Fritshe i wsp. [7] podaja, ze w wytworzonym przez nich
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serze Emmenthal, z dodatkiem szczepow probiotycznych, zawartos¢ CLA nieznacznie
wzrosta. W badaniach wykonanych przez van Nieuwenhove i wsp. [12] w serach
z dodatkiem bakterii z rodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus uzyskano wzrost zawar-
tosci CLA w czasie dojrzewania. W badanych serach modelowych dojrzewajacych
przez osiem tygodni w temp. 6°C nie stwierdzono istotnych zmian zawarto$ci CLA.
Analizujac zmiany st¢zenia izomeru CLA w modelach seréw dojrzewajacych w temp.
14°C stwierdzono statystycznie istotny wzrost zawartosci kwasu 18:2 cis-9, trans-11
w modelu z dodatkiem Bifidobacterium lactis Bb-12 w ésmym tygodniu dojrzewania.
W porownaniu z proba 0 (ponad 620 mg CLA/100 g thuszczu) wzrost zawartosci anali-
zowanego kwasu o wigzaniach sprz¢zonych wyniost ok. 60 mg/100 g tluszczu serow
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Rys. 3. Zmiany zawarto$ci CLA (18:2 cis-9, trans-11) w tluszczu ser6w modelowych dojrzewajacych
w temperaturze 6 i 14°C.

Fig. 3.  Changes in the CLA (18:2 cis-9, trans-11) content in the fat of model cheeses ripening at 6°C
and 14°C.
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modelowych, osiagajac warto$¢ blisko 690 mg CLA/100 g tluszczu. Zmiany zawarto-
sci CLA w thuszezu serow modelowych wystapity roéwniez w serze modelowym kon-
trolnym, jednak nie byly one statystycznie istotne. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
w odpowiednich warunkach dojrzewania bakterie Bifidobacterium lactis moga pozy-
tywnie wptywa¢ na zawarto$¢ CLA w badanych serach modelowych. Wskazane jest
przeprowadzenie dodatkowych badan w kierunku zmian lipolitycznych oraz poznania
mechanizmu konwersji thuszczu mlekowego do CLA przez badane mikroorganizmy.

Whioski

1. W czasie dojrzewania serow modelowych w temp. 6 i 14°C liczba zywych komorek
tlenowych paciorkowcow mlekowych utrzymywata si¢ na poziomie powyzej 8 cy-
kli log, wzrastajac o ok. 1 cykl log w porownaniu z oznaczeniem przeprowadzonym
bezposrednio po wytworzeniu serow.

2. W serach modelowych z dodatkiem Bifidibacterium lactis, w catym okresie doj-
rzewania w temp. 6°C, oznaczano stale zmniejszanie sig¢ liczby zywych komorek
pateczek beztlenowych. W ciggu dwodch pierwszych tygodni dojrzewania w serach
modelowych dojrzewajacych w temp. 14°C liczba bifidobakterii wzrosta o ok. 1
cykl log, po czym stwierdzono zmniejszenie si¢ liczby zywych pateczek beztleno-
wych do ok.6 cykli log w ostatnim tygodniu dojrzewania.

3. Sery z dodatkiem Bifidobacterium lactis w ostatnim dniu dojrzewania spetniaty
minimum terapeutyczne odnoszace si¢ do produktéw probiotycznych.

4. Zawarto$¢ CLA (18:2 cis-9, trans-11) bezposrednio po wytworzeniu ser6w wynosi-
fa od ok. 620 mg/100 g thuszczu do ponad 750 mg/100 g thuszczu, odpowiednio
w serach modelowych dojrzewajacych w temp. 14 i 6°C.

5. Analizujac zmiany st¢zenia izomeru CLA w modelach seréw dojrzewajacych
w temperaturze 14°C stwierdzono statystycznie istotny wzrost zawarto$ci kwasu
18:2 cis-9, trans-11 w modelu z dodatkiem Bifidobacterium lactis Bb-12 w 6smym
tygodniu dojrzewania. W poroéwnaniu z czasem zerowym (ponad 620 mg CLA/100
g thuszczu) zawarto$¢ analizowanego kwasu o wiazaniach sprzezonych wynosita
blisko 690 mg CLA/100 g thuszczu.

6. Wyniki badan dowodza, ze w odpowiednich warunkach dojrzewania bakterie Bifi-
dobacterium lactis moga pozytywnie wptywac¢ na zawarto§¢ CLA w serach dojrze-
wajacych.

Praca byta prezentowana podczas VIII Konferencji Naukowej nt. ,, Zywnos¢ XXI
wieku — Zywnos¢ a choroby cywilizacyjne”, Krakow, 21-22 czerwca 2007 r.
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THE IMPACT OF BIFIDOBACTERIUM LACTIS ON THE CONJUGATED LINOLEIC ACID
CONTENT IN THE FAT OF MODEL RIPENING CHEESES

Summary

The objective of the study was to determine the impact of a probiotic Bifidobacterium lactis Bb-12
strain on the content of CLA in the fat of model ripening cheeses. The results suggest that under the en-
couraging ripening conditions, the Bifidobacterium lactis bacteria can favourably impact the CLA content
in the fat of the model cheeses investigated. During ripening at a temperature of 14°C, a statistically im-
portant increase in the CLA content was found in the cheeses with a Bb-12 strain added, after the eighth
week of ripening. This increase was about 60mg CLA/100g of fat. In the last week of ripening, the model
cheeses met a requirement of the therapeutic minimum referring to probiotic products, and they contained
ca. 10%of live cells of Bifidobacterium bacteria per 1 gram of product.

Key words: Bifidobacterium, CLA, model ripening cheeses



