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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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sodu
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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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Objasnienia / Explanatory notes:

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
shows mean values (bars) and standard deviations (line segments); n = 4; a-d — roznice statystycznie istot-
ne migdzy $rednimi warto$ciami liczby bakterii tych samych szczepoéw w obrebie jednego przedziatu
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

A) B)
06 1.8
_Z 92 A 15 »
e A > 12 /
%\Q/ 8.8 / o b f/
2 % 09
o8 84 2 0
5 ,
gé 7.6 03 | +—e—o—"
5 (=]
8F 72 0
=38 0 16 21 24 48 0 2 4 6 16 21 24 48
Czas / Time [h] Czas / Time [h]
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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