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ZDOLNOSC WYBRANYCH SZCZEPOW LACTOBACILLUS SP.
DO FERMENTOWANIA OLIGOSACHARYDOW I OLIGOPOLIOLI
0 ZROZNICOWANYM STOPNIU POLIMERYZACJI

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wzrostu i dzialania zakwaszajacego (zdolnosci fer-
mentowania) bakterii z rodzaju Lactobacillus w $rodowisku, do ktorego dodano fruktooligosacharydy i
galaktozylopoliole.

Bakterie hodowano w pozywce MRS, w ktorej zrodtem wegla byla glukoza. W czgsci prob glukoze w
pozywce MRS zastapiono fruktooligosacharydami i galaktozylopoliolami. Metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC okre$lono zawartos¢ kwasu mlekowego i octowego, wyprodukowanego
przez badane szczepy bakterit Lactobacillus.

Na podstawie do$wiadczenia stwierdzono, Ze bakterie z rodzaju Lactobacillus rosty w $rodowisku, do
ktorego dodano preparaty fruktooligosacharydéw i galaktozylopolioli. Wydajno$¢ biomasy Lactobacillus
w $rodowisku z fruktooligosacharydami wynosita od 0,57 g/l do 1,21 g/l, natomiast w §rodowisku z galak-
tozylopoliolami: od 0,37 g/1 do 0,63 g/l.

W zalezno$ci od zrédia wegla, wartosci pH zawieraly si¢ w zakresie od 4,7 do 5,5, przy czym warto$é
poczatkowa pH wynosita 5,7. Stosunek st¢zefi molowych kwasu octowego i mlekowego, wyprodukowa-
nych przez Lactobacillus, mie$cit sie w zakresie od 0,02 do 0,3 i wykazywal tendencje do zwigkszania sig
wraz ze wzrostem stopnia polimeryzacji oligomerow.

Badane szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus dwukrotnie lepiej wykorzystywaty B-frukto-
oligosacharydy jako Zrodio wegla niz B-galaktozylopoliole.

Stowa kluczowe: oligosacharydy, oligopoliole, Lactobacillus spp., fermentacja.

Wstep

Oligosacharydy podawane zwierzgtom lub ludziom moga dotrze¢ do okrgznicy w
postaci nieroztozonej, gdzie stanowia substrat weglowodanowy, szczegodlnie przydatny
do wzrostu bakterii z rodzajow Lactobacillus i Bifidobacterium. Oligosacharydy sty-
mulujace wzrost bifidobakterii, sa nazywane ,,czynnikami bifidogennymi” [17, 18].
Fruktooligosacharydy oprocz wiasciwosci bifidogennych maja réwniez wiasciwosci
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prebiotyczne [6].

Fruktooligosacharydy (FOS) sa polimerami (-fruktofuranozy potaczonej wiaza-
niem B-(2—1) z wiazaniami a-(1—2) ostatniej czasteczki glukopiranozy. Wystepuja
tez polimery D-fruktofuranozy potaczone z koncowa reszta 3-fruktopiranozy. Stopien
polimeryzacji (DP) fruktooligosacharydéw moze wynosi¢ od 2 do 70. Polimery o DP
wigkszym od 10 sa okreslane jako inulina [3, 4, 13]. Fruktooligosacharydy (DP 2-+10),
czesto nazywane oligofruktoza, sa naturalnymi skladnikami wielu roélin: cebuli,
czosnku, pomidora 1 banana [12, 15]. Krotkotancuchowe fruktooligosacharydy (F‘OS)
o DP 3+4 (okreslane jako novel sugar — nowe cukry) sa produkowane na skalg prze-
mystowa z sacharozy dzigki zastosowaniu B-fruktozylotransferazy uzyskanej z grzyba

Aspergillus niger. Powstajacy produkt jest 0,4+0,6 razy mniej stodki niz sacharoza
[12, 15]. W licznych badaniach in vitro, wykonanych na wyizolowanych bakteriach
wykazano, ze fruktooligosacharydy moga stanowi¢ rownie dobre zrodto wegla jak
glukoza. Hidaka i wsp. [8] opisali, ze fruktooligosacharydy byly wykorzystywane
przez Bifidobacterium sp., oprocz Bifidobacterium bifidum, a takze przez Bacteroides
fragilis, Peptostreptococcus sp., nie byly natomiast wykorzystywane przez Escheri-
chia coli, Clostridium perfringens, Eubacterium sp. czy Fusobacterium sp. Bardzo
waznym aspektem stosowania fruktooligosacharydow jest ich efektywno$¢ i tolerancja
[8]. Spozywanie fruktooligosacharyddéw zapobiega wystepowaniu biegunek. Codzien-
ne spozywanie 5,0 g oligofruktozy przez 8 starszych pacjentdéw, u ktorych wystapity
autogenne biegunki (z wystgpowaniem luznego stolca) doprowadzito do normalizacji
wyproznien juz po uptywie 11 dni u wszystkich pacjentow [15]. Spozycie fruktooligo-
sacharydow zwigksza mase wydalanego kahlu, co przeciwdziala zaparciom. Tego typu
efekt obserwowano po podaniu wolontariuszom dawki 15 g fruktooligosacharydow
dziennie, przy czym 1 g dodatku powodowal wzrost masy kalu o 1,5-2 g [6]. Hata i
wsp. [7] wykazali natomiast, ze codzienne spozywanie 612 g fruktooligosacharyow
przez okres 2 tygodni do 3 miesigcy spowodowato obniZenie ogolnego poziomu chole-
sterolu w surowicy o 20-30%. Uwaza sig, ze zmniejszenie poziomu cholesterolu w
surowicy krwi bylo nastgpstwem zmian uktadu mikroflory jelitowej [17].
Galaktozylopoliole powstaja w wyniku hydrolizy laktozy z uzyciem B-galakto-
zydazy w obecnosci polihydroksyalkoholi, takich jak: sorbitol, ksylitol, erytritol, lakti-
tol [11]. Sorbitol i ksylitol sa wchtaniane w mniejszym stopniu z jelita cienkiego do
krwiobiegu. Zasadnicza czgs§¢ tych polioli przechodzi do jelita grubego, gdzie staja sie
one pozywka dla mikroflory jelitowej. Natomiast erytritol wchianiany jest w jelicie
cienkim w ponad 90% [9]. Galaktozylopoliole nie sa wchtaniane z jelita cienkiego do
krwi, poniewaz wchlanianie dimeréw musi by¢ poprzedzone ich hydroliza. Do$wiad-
czenia z laktitolem, zwiazkiem o podobnej strukturze co galaktozylowe pochodne
sorbitolu, ksylitolu i erytritolu, wykazaly, ze nie jest on hydrolizowany w jelicie cien-
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kim i przechodzi do jelita grubego, gdzie przyczynia si¢ do wzrostu liczebnoéci popu-
lacji Bifidobacterium i Lactobacillus [1].

Celem pracy byto okreslenie zdolnosci fermentowania -fruktooligosacharydow
(FOS) i B-galaktozylopolioli, 0 ré6znym stopniu polimeryzacji i réznego pochodzenia,
przez wybrane szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus.

Material i metody badan

Material do badan stanowily: kestoza (93%) (Politechnika Lodzka), preparaty
fruktooligosacharydéw: FOS Wako Pure (FOS-WP) (Wako Pure), oligofruktoza-NP
(FOS PL-90) (Politechnika ¥.6dzka), Raftilose P-95 (Orafti) oraz galaktozylopoliole:
galaktozyloksylitol (GK), galaktozyloerytritol (GE), galaktozylolaktitol (GL) (Poli-
technika f.0dzka). Niezbedne do doswiadczen B-fruktooligosacharydy 1 B-galakto-
zylopoliole otrzymano, na Politechnice Lodzkiej, w wyniku chromatografii prepara-
tywnej z odpowiednich mieszanin oligosacharydow otrzymanych w procesie biotrans-
formacji. W tab. 1. przedstawiono skiad fruktooligosacharydow o zréznicowanym
stopniu polimeryzacji w badanych preparatach.

Materiat biologiczny stanowity 3 szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus: Lac-
tobacillus acidophilus Ros (otrzymany z Kolekcji Czystych Kultur Zaktadu Rhodia-
Food Biolacta w Olsztynie), Lactobacillus casei Shirota oraz Lactobacillus rhamnosus
GG ATCC 53105 (szczepy referencyjne o uznanych wilasciwosciach probiotycznych
otrzymane z Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielonskiego w Krakowie). Inoku-
lum stanowita aktywna zawiesina bakterii o gestosci 107 jtk/ml. Stosowano 10% in-
okulum.

Hodowle bakterii prowadzono w pozywce MRS (wg de Man, Rogosa, Sharpe)
[5], zawierajacej glukozg jako zrodto wegla. W doswiadczeniach glukozg zastgpowano
odpowiednimi B-fruktooligosacharydami lub B-galaktozylopoliolami o zréznicowa-
nym stopniu polimeryzacji (tab. 1). Hodowle bakterii inkubowano przez 24 godz. w
temp. 37°C w warunkach beztlenowych (inkubator z zastosowaniem CO, firmy WTB-
binder). Po inkubacji dokonano pomiaru plonu biomasy bakterii metoda spektrofoto-
metryczna (pomiar absorbancji przy dtugosci fali A = 540 nm) oraz kontroli aktywno-
Sci kwaszacej metoda potencjometryczna.

Po zakonczeniu inkubacji w probkach zawierajacych mieszaniny fruktooligosa-
charydéw réznego pochodzenia (FOS-WP, FOS PE-90, Raftilose P-95) oznaczano
zawarto$¢ kwasu mlekowego i octowego metoda wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej HPLC. Probki po 24 godz. okresie inkubacji wirowano (10000 obr./min, w
czasiel 0 min), a nastepnie supernatant filtrowano stosujac filtry 0,45 pm. Do oznaczen
zawarto$ci kwasu mlekowego i octowego zastosowano chromatograf cieczowy HPLC
firmy Knauer z oprogramowaniem Eurochrom 2000. Stosowano nastgpujace warunki



ZDOLNOSC WYBRANYCH SZCZEPOW LACTOBACILLUS SP. DO FERMENTOWANIA OLIGOSACHARYDOW... 31

analizy: kolumna Aminex HPX — 87H 300 x 7,8, detektor UV 210, faza ruchoma —
0,0044 mol/l H,SO4 przeptyw — 0,6 ml/min, temp. 45°C. Ze wzgledu na zawarto$¢ w
pozywce MRS octanu sodu, zawarto$¢ kwasu milekowego i1 octowego oznaczano na
podstawie przyrostu powierzchni odpowiednich pikow w podtozach przed i po fermen-

tacji.

Zawarto$¢ fruktooligosacharydéw w badanych preparatach [%].
Content of fructooligosaccharides in preparations [%o].

Tabela |

Preparat / Preparation
Sktadnik ”
Component estoza FOS WP FOS PL-90 Raftilose P-95
Kestose

Fruktoza / Fructose - 1,7 1,9 3,8.
Glukoza /Glucose 0,3 0,5 3,7 -
Inulobioza / Inulobiose - - - 3,8
Sacharoza / Sacharose 41 2,5 3,7 -
Inulotrfoza DP3 ) ) 21 27.4
Inulotriose
Kestoza DP 3/Kestose 93 37,0 21,7 -
Inulotet DP 4

nulotetraoza DP ) A i 29.2
Inulotetraose
Nystoza DP 4 /Nystose 2,6 48,9 48,9 -
Inulopentaoza DP 5

_ R - 10,4

Inulopentaose
Fuktozy)

uktozylonystoza DP 5 ) 8.7 16,5 79
Fruktosylonystose
DP6 - 0,8 1,7 13,0
DP7 - - - 4,6

Wyniki przeprowadzonych badan sa $rednia arytmetyczna z dwoch rownolegle

wykonanych hodowli

Wiyniki i dyskusja

Wszystkie badane bakterie z rodzaju Lactobacillus rosty na pozywkach zawiera-
jacych zastosowane sacharydy i oligopoliole, jednak plony biomasy byly zréznicowa-
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ne (rys. 1). Badane bakteric prawie dwukrotnie lepiej wykorzystywaty pB- .
fruktooligosacharydy jako Zrodlo wegla niz B-galaktozylopoliole. Plon biomasy bakte-
rii w pozywkach zawierajacych FOS wynosit od 0,57 do 1,21 g/l, natomiast w przy-
padku B-galaktozylopolioli od 0,37 do 0,63 g/l. NajwyZszy plon biomasy, wynoszacy
od 0,68 do 1,22 g/l, otrzymano w pozywce zawierajacej preparat FOS Wako Pure i byt
on niewiele nizszy od uzyskanego w obecnosci pozostatych preparatow FOS.
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Rys. 1. Plon biomasy bakterii z rodzaju Lactobacillus.
Fig. 1. Biomass yield of Lactobacillus.

W pozywkach MRS, zawierajacych preparaty B-galaktozylopolioli, plon bada-
nych bakterii wynosit od 0,37 do 0,63 g/l. Bakterie Lb. casei i Lb. rhamnosus osiagng-
ty najwyzszy plon biomasy, wynoszacy od 0,44 do 0,63 g/l, w pozywce zawierajacej
[B-galaktozylolaktitol, natomiast Lb. acidophilus w pozywce zawierajacej galaktozy-
loksylitol (0,48 g/1).

W pozywkach zawierajacych preparaty FOS najwyZszy oraz najnizszy plon bio-
masy byl charakterystyczny odpowiednio dla Lb. casei oraz Lb. acidophilus. Plon
biomasy Lb. rhamnosus praktycznie nie zalezal od zastosowanego preparatu FOS.

Niewiele badan dotyczy wptywu fruktooligosacharydéw na wzrost bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus. Kaplan i Hutkins [10] wykazali zdolnoé¢ wykorzystywania fruk-
tooligosacharydéw przez 12 z 16 szczepéw Lactobacillus i 7 z 8 szczepéw bifidobak-
terii. W licznych badaniach in vitro bakterii z rodzaju Bifidobacterium wykazano na-
tomiast, Ze fruktooligosacharydy moga stanowié rownie dobre Zrodlo wegla jak gluko-
za. Gibson i Roberfroid [6] po 24 godz. hodowli bifidobakterii in vitro, w podtozach
zawierajacych rozne zrodla wegla, stwierdzili, ze najlepiej wykorzystywane byty: glu-
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koza, oligofruktoza, fruktoza, sacharoza, najstabiej natomiast inulina. Bielecka i wsp.
[2] stwierdzili, ze wigkszo§¢ badanych szczepoéw Bifidobacterium, nalezacych do 9
gatunkow, wykorzystywata fruktooligosacharydy (FOS, oligofruktozg i niskospolime-
ryzowana inuling) jako substraty fermentacji, a wzrost szczepdéw B. animalis, B. lon-
gum, B. catenulatum byt przez nie stymulowany. Brak jest danych literaturowych na
temat wykorzystania galaktozylowych pochodnych polioli (ksylitol, eritritol, laktitol)
przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, natomiast sam laktitol, czyli zwiazek o podob-
nej strukturze co galaktozylopoliole, odznacza si¢ potencjalnymi wiasciwosciami pre-
biotycznymi [14, 16].

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze warto$¢ pH $rodowiska ule-
gla obnizeniu, zaleznie od szczepu i zrodta wegla, do poziomu 4,7-5,5 (wyjsciowe pH
wynosito 5,7). Zmiany pH $rodowiska przedstawiono w tab. 2. Aktywnos¢ kwaszaca
szczepOw Lb. casei i Lb. rhamnosus, w pozywkach zawierajacych fruktooligosachary-
dy, wynosita od 4,7 do 5,2, natomiast w obecnosci [-galaktozylopolioli od 5,4 do 5,5.
Zrédto wegla nie miato natomiast wptywu na aktywnos$¢ kwaszaca szczepu Lb. aci-
dophfilus, poniewaz pH wynosilo od 5,2 do 5,5.

Tabela 2
Aktywno$¢ kwaszaca bakterii z rodzaju Lactobacillus.
Acidifying activity of Lactobacillus species.
pH
Gatunek Szczep . FOS
. . Kestoza | Raftilose FOS
Str
Species ain Kestose | P-95 Wako PL.-90 GK GE GL
Pure
Lb.acidophilus Ros 52 52 52 5.4 5.4 54 55
Lb.casei Shirota 52 5,0 4,7 5,2 5,5 5,5 54
Lb.rhamnosus | GG ATCC 53105* 5,0 52 4,9 5,0 54 54 5,4

Na podstawie poréwnania czaséw retencji poszczegdlnych pikéw uzyskanych na
chromatogramach HPLC, po wprowadzeniu probek hodowli bakterii i substancji wzor-
cowych, dokonano identyfikacji kwasu mlekowego i octowego. Stwierdzono, ze bakterie z
rodzaju Lactobacillus metabolizuja badane B-fruktooligosacharydy z wytworzeniem zrdz-
nicowanych ilosci: kwasu mlekowego i kwasu octowego (rys. 2, 3).

W pozywce MRS znajduje sig znaczna zawarto$¢ octanu sodu, w zwiazku z tym
nie mozna wykluczy¢ jego wptywu na wzrost bakterii Lactobacillus, zwlaszcza szcze-
pu Lb. acidophilus.

W zaleznosci od stopnia polimeryzacji zastosowanego preparatu fruktooligosa-
charydéw na podlozu, stwierdzono roine stgzenie kwasu mlekowego od 0,0028 do
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0,072 [mol/l] wytwarzanego przez bakterie Lactobacillus. Wzgledne odchylenie stan-
dardowe oznaczenia kwasu mlekowego wynosito 10%. Stezenie kwasu mlekowego
(na podtozu zawierajacym B-fruktooligosacharydy) mialo tendencje¢ rosnaca w miare

obnizania stopnia polimeryzacji oligomeréw odpowiednio od Raftilose P-95, FOS PL-
90 do FOS Wako Pure.

\
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Rys. 2. Produkcja kwasu mlekowego przez bakterie z rodzaju Lactobacillus.
Fig.2. Production of lactic acid by Lactobacillus sp.
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Rys. 3. Produkcja kwasu octowego przez bakterie z rodzaju Lactobacillus.
Fig. 3.  Production of acetic acid by Lactobacillus sp.
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Produkcja kwasu octowego przez bakterie Lactobacillus na badanych podiozach
byta wzglednie niska i wynosita od 0,001 do 0,006 [mol/l]. Wzgledne odchylenie stan-
dardowe oznaczenia kwasu octowego wynosito 12%.

Stosunek molowych stezen kwasu octowego do kwasu mlekowego wynosito od
0,02 do 0,30 i miato tendencj¢ rosnacg w miar¢ wzrostu stopnia polimeryzacji oligo-
merow od FOS WP, FOS PL-90 do Raftilose P-95. Stosunek stgzenia kwasu octowego
do kwasu mlekowego przedstawiono na rys. 4. ‘
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Rys. 4. Stosunek molowych stgZeni kwasu octowego do kwasu mlekowego wytworzonych przez bakte-
rie z rodzaju Lactobacillus.

Fig. 4. Molar concentration ratio of acetic acid to lactic acid produced by Lactobacillus species.

Whioski

1. Bakterie z rodzaju Lactobacillus zdolne s3 do fermentowania fruktooligosachary-
dow 1 galaktozylopolioli.

2. Przyrost biomasy bakterii w obecnosci B-fruktooligosacharydéw jest o okoto 50%
wyzszy niz w pozywkach z B-galaktozylopoliolami.

3. Najlepszym preparatem dla szczepu Lb. acidophilus jest Raftilose P-95, dla Lb.

casei FOS WP, natomiast dla Lb. rhamnosus sa to FOS WP, FOS PL.-90 oraz ke-
stoza.
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Ilos¢ kwasu mlekowego wytwarzanego przez bakterie Lactobacillus na podiozu z
B-fruktooligosacharydami ma tendencj¢ rosnaca w miarg obnizania stopnia poli-
meryzacji oligomeréw (od Raftilose P-95, FOS PL-90 do FOS WP).

Produkcja kwasu octowego przez bakterie Lactobacillus na badanych podtozach
jest wzglednie niska i wynosi od 0,001 do 0,006 mol/1.

Stosunek molowych stgzen kwasu octowego do kwasu mlekowego wynosi od 0,02
do 0,30 i ma tendencj¢ rosnaca w miarg wzrostu stopnia polimeryzacji oligomeréw
(od FOS WP, FOS PL-90 do Raftilose P-95).

Czyste galaktozylopoliole sa zrodlem wegla dla bakterii Lactobacillus, ale w
mniejszym stopniu wptywaja na produkcjg kwaséw niz ma to miejsce w przypad-
ku kestozy o podobnej czystosci.

Badania wykonano w ramach projektu KBN/021/PO6/99/27.
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GROWTH AND ACIDIFYING ACTIVITY OF BACTERIAL STRAINS OF LACTOBACILLUS
IN THE MEDIUM CONTAINING OLIGOSACCHARIDES AND OLIGOPOLYOLS
OF DIFFERENT DEGREE OF POLIMERYSATION

Summary

The objective of the investigation conducted was to determine the growth and acidifying activity of
Lactobacillus species in a medium with fructooligosaccharides and galactosylpolyols preparations. The
bacteria cultures were developed using an MRS nutrient with glucose as a source of carbon. The glucose
was substituted by fructooligosaccharides and galactosylpolyols in the MRS medium. An HPLC method
was used to determine the content of lactic and acetic acids as produced by Lactobacillus species.

The experiments proved that the bacterial strains of Lactobacillus species grew on a medium with ad-
ded preparations of fructooligosacchaides and galactosylopolyols. The biomass yield of Lactobacillus sp.
in a medium with fruktooligosaccharides varied from 0.57 g/l to 1.21 g/l, and as for the medium with
glactosylopolyols: from 0.37 g/l to 0.63 g/l. }

Depending on the species types and the source of carbon, the pH values ranged between 4.7 and 5.5
against the initial value of 5.7. The molar concentration ratio between the acetic and the lactic acids pro-
duced by Lactobacilus species ranged from 0.02 to 0.3 and had a tendency to increase along with the rise
in the degree of polymerization of oligomers. The galactosylpolyols are a source of carbon for the bacte-
rial strains of Lactobacillus and their acidifying activity is weaker than the same activity of preparations of
fructooligosaccharides.

Key words: oligosaccharides, oligopolyols, Lactobacillus spp., fermentation.



