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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-
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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
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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.

Literatura

[1] Arena M.P., Caggianiello G., Fiocco D., Russo P., Torelli M., Spano G., Capozzi V.: Barley
B-glucans-containing food enhances probiotic performances of beneficial bacteria. Int. J. Mol. Sci.,
2014, 15, 3026-3039.

[2] Caggia C., De Angelis M., Pitino I., Pino A., Randazzo C.L.: Probiotic features of Lactobacillus
strains isolated from Ragusano and Pecorino Siciliano cheeses. Food Microbiol., 2015, 50, 109-117.

[3] Cotter P.D., Hill C.: Surviving the acid test: Responses of gram-positive bacteria to low pH. Microb.
Mol. Biol. Rev., 2003, 67 (3), 429-453.

[4] De Vries M.C., Vaughan E.E., Kleerebezem M., de Vos W.M.: Lactobacillus plantarum — survival,
functional and potential probiotic properties in the human intestinal tract. Int. Dairy J., 2006, 16 (9),
1018-1028.

[S] Drabinska N., Zielinski H., Krupa-Kozak U.: Technological benefits of inulin-type fructans applica-
tion in gluten-free products — A review. Trends Food Sci. Technol., 2016, 56, 149-157.

[6] FAO/WHO.: Probiotics in food. Health and nutritional properties and guidelines for evaluation.
FAO, Rome 2002.



158

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

(7]
(8]

[13]
[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

(21]

[22]

[23]
[24]

[25]

FAO: FAO Technical Meeting on Prebiotics. FAO, Rome 2007.

Fox P.F., Uniacke-Lowe T., McSweeney P.L.H., O’Mahony J.A.: Physical properties of milk. In:
Dairy Chemistry and Biochemistry. 2™ ed. Springer International Publishing, Cham 2015, pp. 321-
343.

Gahruie H.H.: Yogurt. The most suitable carrier for increasing bioavailability of minerals. Progress
Nutr., 2018, 20 (2-S), 294-296.

Gajewska J., Blaszczyk M.K.: Probiotyczne bakterie fermentacji mlekowej (LAB). Post. Mikrobiol.
2012, 51(1), 55-65.

Gandomi H., Abbaszadeh S., Misaghi A., Bokaie S., Noori N.: Effect of chitosan-alginate encapsu-
lation with inulin on survival of Lactobacillus rhamnosus GG during apple juice storage and under
simulated gastrointestinal conditions. LWT — Food Sci. Technol., 2016, 69, 365-371.

Gheziel C., Russo P., Arena M.P., Spano G., Ouzari H.I., Kheroua O., Saidi D., Fiocco D., Kaddouri
H., Capozzi V.: Evaluating the probiotic potential of Lactobacillus plantarum strains from Algerian
infant feces: Towards the design of probiotic starter cultures tailored for developing countries. Pro-
biotics Antimicrob. Proteins, 2019, 11(1), 113-123.

Horagkova S., Zaludova K., Plockova M.: Stability of selected Lactobacilli in the conditions simu-
lating those in the gastrointestinal tract. Czech J. Food Sci., 2011, 29, 30-35.

Kerry R.G., Patra J.K., Gouda S., Park Y., Shin H.S., Das G.: Benefaction of probiotics for human
health: A review. J. Food Drug Analysis, 2018, 26 (3), 927-939.

Klewicka E., Slizewska K., Nowak A.: Ocena przezywalnoéci bakterii Lactobacillus zawartych
W preparacie probiotycznym podczas pasazu w symulowanym przewodzie pokarmowym. Zywnos¢.
Nauka. Technologia. Jakos¢, 2014, 6 (97), 170-181.

Krasaekoopt W., Watcharapoka S.: Effect of addition of inulin and galactooligosaccharide on the
survival of microencapsulated probiotics in alginate beads coated with chitosan in simulated diges-
tive system, yogurt and fruit juice. LWT — Food Sci. Technol., 2014, 57 (2), 761-766.

Markowiak P., Slizewska K.: Effects of probiotics, prebiotics, and synbiotics on human health.
Nutrients, 2017, 9 (9), #1021. DOI: 10.3390/nu9091021.

Mathara J.M., Schillinger U., Guigas C., Franz C., Kutima P.M., Mbugua S.K., Shin H.-K., Holzap-
fel W.H.: Functional characteristics of Lactobacillus spp. from traditional Maasai fermented milk
products in Kenya. Int. J. Food Microbiol., 2008, 126, 57-64.

Nowak A., Slizewska K., Libudzisz Z.: Probiotyki — historia i mechanizmy dziatania. Zywnos¢.
Nauka. Technologia. Jakos¢, 2010, 4 (71), 5-19.

Oldak A., Zielinska D., Rzepkowska A., Kotozyn-Krajewska D.: Comparison of antibacterial activi-
ty of Lactobacillus plantarum strains isolated from two different kinds of regional cheeses from Po-
land: Oscypek and korycinski cheese. BioMed. Res. Int., 2017, #6820369. DOI:
10.1155/2017/6820369.

PN-ISO 15214:2002. Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania liczby mezo-
filnych bakterii fermentacji mlekowej. Metoda ptytkowa w temperaturze 30 °C.

Rzepkowska A., Zielinska D., Kotozyn-Krajewska D.: Przezywalno$¢ szczepow Lactobacillus
wyizolowanych z zywnoéci w warunkach modelowego przewodu pokarmowego. Zywno$¢. Nauka.
Technologia. Jakos¢, 2015, 3 (100), 42-52.

Sanders M.E.: Probiotics: The concept. In: WGO Handbook on Gut Microbes. The WGO Founda-
tion, Milwakee, USA, 2014, pp. 39-42.

Sanders M.E.: Probiotics: Definition, sources, selection, and uses. Clin. Infections Diseases, 2008,
46(Suppl. 2), S58-S61.

Zielinska D., Kotozyn-Krajewska D.: Food-origin lactic acid bacteria may exhibit probiotic proper-
ties. Biomed Res. Int., 2018, #5063185. DOI: 10.1155/2018/5063185.



WPLYW WYBRANYCH SKEADNIKOW ZYWNOSCI NA ZACHOWANIE ZYWOTNOSCI... 159

[26] Zielinska D., Rzepkowska A., Radawska A., Zielinski K.: In vitro screening of selected probiotic
properties of Lactobacillus strains isolated from traditional fermented cabbage and cucumber. Curr.
Microbiol., 2015, 70 (2), 183-194.

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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