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WYBRANE WEASCIWOSCI PROBIOTYCZNE
SZCZEPOW LACTOBACILLUS PLANTARUM

I MOZLIWOSCI ICH WYKORZYSTANIA W PRODUKCJI

BIOAKTYWNYCH NAPOJOW SEODOWYCH

Joanna Kraszewska, Wiestaw Wzorek, Eliza Sztando

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Celem pracy byla ocena przezywalnoséci wybranych szczepoéw Lactobacil-
lus plantarum w brzeczce napoju stodowego o pH 2,0 i 2,5 oraz w roztworze dezoksycho-

lanu sodu o stezeniu 1, 2 i 3 mmol/dm’. Po 6 h inkubacji w pH 2,5 stwierdzano jeszcze
zywe komorki stosowanych szczepow w ilosci 10°-107 jtk/em®, a dla pH 2,0 — w ilosci
10%-10° jtk/em® (ilogé wyjéciowa okoto 10® jtk/em®). Badane szczepy L. plantarum prze-
zywaly w $rodowisku roztworu dezoksycholanu sodu o stezeniu 1, 2 i 3 mmol/dm® i po

24 h inkubacji, w Srodowisku najbardziej stgzonego roztworu, stwierdzano jeszcze obec-

no$¢ zywych bakterii w ilosci 10'-10° jtk/em®. Po inkubacji kombinowanej, 4 h w brzecz-

ce o pH 2,0, a nastgpnie po doprowadzeniu do pH 8,0 oraz w roztworze dezoksycholanu

sodu o stezeniu 3 mmol/dm® przez 24 h, w probkach znajdowaly si¢ jeszcze zywe komor-
ki bakterii w iloci 10'-10? jtk/cnr’.

Stowa kluczowe: bakterie fermentacji mlekowej, probiotyki, napdj stodowy, napdj bioak-

tywny, przezywalno$¢, niskie pH, dezoksycholan sodu

WSTEP

Wedlug aktualnej definicji probiotykiem nazywane sa preparaty farmaceutyczne lub
produkty zywnosciowe zawierajace odpowiednia liczbg zywych i aktywnych mikroor-
ganizmow, ktére podane czlowiekowi lub zwierzetom wywieraja korzystny wpltyw na

ich zdrowie [Schrezenmeir 1 de Vrese 2001].

Minimalna liczba mikroorganizméw, jaka w chwili spozycia powinien mie¢ produkt
uznawany za probiotyczny wynosi wg Desmonda i in. [2002] co najmniej 10’ komo-
rek/g lub cm®, wg Schillingera [1999] — 10>-10° komoérek/g, a wg Kristo i in. [2003] —

10° komorek/g.
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ul. Nowoursynowska 159 C, 02-787 Warszawa, e-mail: koskowska@alpha.sggw.waw.pl
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Dobroczynne oddzialywanie produktow probiotycznych polega m.in. na zmniejsza-
niu czegstotliwosci wystgpowania biegunek podréznych, tagodzeniu przebiegu niekto-
rych biegunek bakteryjnych i wirusowych, zapobieganiu wystgpowania lub tagodzeniu
biegunek poantybiotykowych, zmniejszeniu objawow nietolerancji laktozy, hamowaniu
rozwoju mikroorganizmoéw chorobotworczych, dziataniu hipocholesterolemicznemu,
stymulacji systemu odpornosciowego, aktywnos$ci antykancerogennej i przeciwaler-
gicznej [Bomba i in. 2002, Kaur i in. 2002, Cebeci i Glirakan 2003, Koop-Hoolihan
2001].

Wigkszos¢ badan i nowo opracowanych technologii z uzyciem bakterii mlekowych
dotyczy mlecznych produktéw zywnosciowych. Ze wzgledu na stwierdzang u niekto-
rych osob nietolerancj¢ laktozy, alergie na biatka mleka oraz to, iz dieta mleczna nie
stanowi podstawy pozywienia dorostego cztowieka, naukowcy staraja si¢ wzbogacic¢
asortyment dostgpnych produktow o fermentowane wyroby roslinne takie, jak satatki
oraz soki warzywne [Molin 2001, Varnam 2002, Saarela i in. 2000, Roberfroid 2000].

Dobrym substratem do produkcji fermentowanej zywnos$ci oraz napojoéw funkcjo-
nalnych o charakterze probiotycznym sa zboza. Sg one zrodtem sacharydow (np. skrobi)
trawionych opornie, ale jednoczes$nie stymulujacych wzrost bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus i Bifidobacterium obecnych w okrgznicy [Charalampopoulos i in. 2002, Blandino
iin. 2003].

Wzorek 1 in. [2003] uwazaja, ze produktem pochodzenia roslinnego zawierajacym
zywe bakterie fermentacji mlekowej moze by¢ kwas chlebowy lub podobny napdj chio-
dzacy (nap6j stodowy). Autorzy prowadzili proces fermentacji napoju z uzyciem szcze-
pow z gatunku Lactobacillus plantarum.

Nadal tez sa prowadzone badania majace na celu okreslenie potencjalnych wtasci-
wosci probiotycznych bakterii fermentacji mlekowej. W badaniach, ktore maja okresli¢
probiotyczne wlasciwosci badanego szczepu uwzglednia si¢ m. in. pochodzenie, bez-
pieczenstwo stosowania, odporno$¢ na niskie pH 1 wysokie stezenie soli zélciowych,
antagonizm wobec bakterii gnilnych i chorobotwoérczych, zdolnos$¢ adhezji do §luzoéwki
jelita, przezywalnosc¢ 1 aktywnos$¢ w czasie produkcji oraz przechowywania preparatow
Iub zywnosci [Dunne i in. 2001, Tuomola i in. 2001, Mattila-Sandholm i in. 2002].

Jednym z podstawowych kryteriow selekcji szczepdéw probiotycznych jest zdolnosé
przezycia w warunkach fizjologicznych organizmu. Bakterie potencjalnie probiotyczne,
aby mogly dotrze¢ do jelita grubego i tam korzystnie oddzialywaé na organizm gospo-
darza powinny charakteryzowa¢ si¢ zdolnoscia przezycia podczas procesoOw trawien-
nych w zotadku i jelicie cienkim [Chou i Weimer 1999]. Pierwsza przeszkoda, jaka
powinny pokonad, jest niskie pH zotadka, spowodowane wydzielaniem przez komorki
gruczotowe blony $luzowej kwasu solnego oraz enzymow rozktadajacych pokarm [Hood
i Zottola 1988]. Druga barier¢ stanowia kwasy zétciowe produkowane w watrobie
z cholesterolu i wydzielane do dwunastnicy [Dunne i in. 2001].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie przezywalnosci wybranych szczepow z ga-
tunku Lactobacillus plantarum w brzeczce napoju stodowego w obecnosci soli zotcio-
wych oraz w niskim pH i okreslenie mozliwosci ich ewentualnego wykorzystania
w produkcji fermentowanych napojow stodowych.
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MATERIALY I METODY

Przedmiotem badan byly szczepy z gatunku Lactobacillus plantarum:

— Lactobacillus plantarum 44 pochodzacy z Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci,

— Lactobacillus plantarum 299 v o udokumentowanych w literaturze wlasciwosciach
probiotycznych, pochodzacy z napoju ProViva (Skane Dairy — Szwecja),

— Lactobacillus plantarum 1 pochodzacy z Instytutu Biotechnologii Przemystu Rol-
no-Spozywczego w Warszawie,

— Lactobacillus plantarum ATCC 4080,

— Lactobacillus plantarum NCAIM B.01834,

— Lactobacillus plantarum NCAIM B. 01149.

Podloza

Brzeczke napoju stodowego stosowano do namnazania bakterii mlekowych oraz
przygotowania kultur starterowych. W sktad brzeczki napoju stodowego wchodzit kon-
centrat brzeczki stodowej (Wytwoérnia Ekstraktu Stodowego Wolsztyn) — 29 g/dm’,
cukier konsumpcyjny — 50 g/dm’, cukier palony — 40 g/dm’. Brzeczke dopehiano woda
do 1 dm’. Sterylizacje przeprowadzano w temperaturze 117°C przez 20 min.

Okreslenie przezywalnosci bakterii fermentacji mlekowej w §rodowisku o niskim pH

Brzeczke napoju slodowego szczepiono inoculum kultury bakteryjnej jednego ze
szczepow 1 namnazano 48 h w temp. 28°C (temperatura optymalna dla L. plantarum wy-
nosi 28-32°C). Nastepnie probki doprowadzano do pH 2,0 i 2,5 stosujac 1 mol/dm® HCI.
Dawke kwasu ustalano wstgpnie metoda potencjometrycznego miareczkowania. Kazda
probke inkubowano w 37°C przez 6 h. Przezywalnos$¢ bakterii okre§lano metoda ptyt-
kowa na podlozu MRS jako liczbe jednostek tworzacych kolonig (jtk/cm®) probki.
Posiewy wykonywano po 0, 1, 2, 3, 4, i 6 h inkubacji. Ptytki inkubowano 48 h w 28°C
w atmosferze 5% (v/v) CO,[Drago i in. 1997, Klewicka i in. 1999].

Okreslenie przezywalnoS$ci bakterii fermentacji mlekowej w roztworze
dezoksycholanu sodu

Kolbki zawierajace roztwory dezoksycholanu sodu o stezeniu 1, 2 i 3 mmol/dm’
(po 45 cm’) szczepiono 5 cm® kultury starterowej jednego ze szczepow, doprowadzano
1 mol/dm® NaOH do pH 8,0 a nastepnie inkubowano w temp. 37°C przez 24 h. Zdol-
no$¢ przezycia badanych szczepow w tych warunkach okreslano na podtozu MRS me-
toda plytkowa. Posiewy wykonywano po 0, 3, 6 i 24 h inkubacji. Ptytki inkubowano jak
poprzednio.

Okreslenie przezywalnosci szczepéw Lactobacillus plantarum w pH 2,0 a nastepnie
w roztworze dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm’

Brzeczke napoju stodowego szczepiono odpowiednimi kulturami starterowymi i in-
kubowano 48 h w temp. 28°C. Po doprowadzeniu probki do pH 2,0 inkubowano ja
w 37°C przez 4 h. Po tym czasie okreslano przezywalno$¢ stosowanych szczepow tak,
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jak poprzednio. Probki doprowadzano 1 mol/dm® NaOH do pH 8,0, a nastepnie 1 cm’
przenoszono do roztworu dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm® (9 cm®) i nadal
inkubowano w tych samych warunkach. Przezywalnos¢ oceniano po 3 i 24 h inkubacji
tak, jak poprzednio.

Analiza statystyczna

Wykonano 8 serii do§wiadczen, kazda w dwdch powtdrzeniach. Wyniki opracowa-
no statystycznie uzywajac programu Statgraphics Plus Ver. 4.1, stosujac wieloczynni-
kowa analiz¢ wariancji (o = 0,05) i obliczajac NIR wg Tuckey’a (jako HSD).

WYNIKI I DYSKUSJA

W niniejszych badaniach szczep L. plantarum 299 v, ze wzglgdu na jego udokumen-
towane wlasciwosci probiotyczne, zostat uzyty jako szczep kontrolny. Tym niemniej nie
znaleziono w dostgpnej literaturze danych dotyczacych przezywalnosci tego szczepu
w obecnosci soli zétciowych oraz w niskim pH.

W badaniach nad przezywalnoscia bakterii mlekowych w warunkach podobnych do
panujacych w zywym organizmie przyjmowane sa wartosci pH 1,0-5,0. Duze rozbiez-
nosci stosowanych warunkoéw wynikaja z réoznego pH Zotadka, ktdre wynosi 1,5-6,0
w zalezno$ci od spozytego pokarmu. Najczgéciej jednak pH zZotadka ksztaltuje sig
w zakresie 2,5-3,5 [Huang i Adams 2004].

Wplyw czasu inkubacji badanych szczepow z gatunku L. plantarum w brzeczce napo-
ju stodowego o pH 2,5 na liczbg przezywajacych komorek przedstawiono na rysunku 1.
Stwierdzono, ze w trakcie catego okresu inkubacji liczba bakterii dla wszystkich bada-
nych szczepow malata. Poniewaz czas przebywania pokarmu w zotadku wynosi zwykle
2-4 godzin (w zaleznosci od rodzaju positku) [Huang i Adams 2004], szczegdlnie waz-
na byla przezywalno$¢ bakterii po 4 godzinie inkubacji, w ktorej to liczba zywych ko-
morek wszystkich szczepdw zmniejszyla sig istotnie statystycznie w poréwnaniu z godzi-
na ,,0”. Najlepsza przezywalnoscia po tym czasie charakteryzowat si¢ szczep znajdujacy
si¢ na liscie szczepow probiotycznych — L. plantarum 299 v, ktérego liczba komorek
wynosita $rednio 2,0 x 10® jtk/cm®, podczas gdy w godzinie zerowej — 3,86 x 10° jtk/cm’.
Pozostate badane szczepy przezywaly w ilosci od 2,45 x 107 do 9,56 x 107 jtk/cm®
(liczba wyjsciowa wynosita od 1,61 x 10® do 2,52 x 10% jtk/cm®). Szczepy te wykazywaty
duzy stopien tolerancji w stosunku do badanego pH. Po dalszej inkubacji (6 h) przezy-
walnos¢ szczepu L. plantarum 299 v nadal byla najwigksza, a liczba komorek wynosita
srednio 1,41 x 10% jtk/em®. Szczepy L. plantarum 44, 1, ATCC 4080 i NCAIM B.01834
po 6 h charakteryzowaly si¢ liczba komérek przezywajacych okoto 10 jtk/cm’. Najbar-
dziej wrazliwy okazat si¢ szczep L. plantarum NCAIM B.01149, ktérego liczba komo-
rek wynosita érednio 8,4 x 10® w cm”.

Charalampopoulos i in. [2003] badali przezywalnos$¢ L. plantarum na podtozach
o pH 2,5 zawierajacych jeden z ekstraktow: stodowy, pszeniczny lub jeczmienny.
Stwierdzili, iz dodatek ekstraktow zbozowych dziata ochronnie na komorki bakterii
mlekowych, zwigkszajac ich przezywalno$¢ w srodowisku o niskim pH. Po 6-godzinnej
inkubacji liczba zywych komoérek zmniejszyta si¢ odpowiednio dla w/w podtoz o 0,61,
1,681 1,59 cykli log, jtk/cm’.
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Czas inkubacji, h — Incubation time, h

T — NIR wg Tuckey’a, wieloczynnikowa analiza wariancji, a = 0,05
T — Tuckeys HSD Intervals, Multifactor ANOVA, a = 0.05

Rys. 1. Przezywalno$¢ wybranych szczepdw z gatunku Lactobacillus plantarum w §rodowi-
sku o pH 2,5 w réznym czasie inkubacji (Srednia z 8 serii)

Fig. 1. The survival ability of chosen Lactobacillus plantarum strains at pH 2.5 at different
incubation time (mean from 8 series)

Wptyw inkubacji bakterii mlekowych w §rodowisku o pH 2,0 na ich przezywalno$¢
przedstawiono na rysunku 2. Zaobserwowano znaczne réznice w przezywalnosci bada-
nych szczepow, a takze spadek liczby komorek w miare uptywu czasu. Po 4-godzinej
inkubacji wszystkie badane szczepy charakteryzowaly si¢ duza przezywalnoscia. Liczba
komoérek wynosita $rednio 10° do 107 jtk/cm®, przy wyjsciowej okoto 10® jtk/cm®. Po
szesciu godzinach inkubacji w podtozu o pH 2,0 najlepsza tolerancja (obserwowana
rowniez dla pH 2,5) charakteryzowat si¢ szczep L. plantarum 299 v, ktorego liczba
komoérek wynosita $rednio 1,88 x 10° jtk/cm®. Szczepy L. plantarum 1 oraz ATCC 4080
przezywaty w iloci odpowiednio 1,98 x 10%i 2,09 x 10* jtk/cm’, a najstabsza opornos¢
wykazywat szczep L. plantarum NCAIM B.01149, ktorego liczba komoérek zmniejszyta
sig do 1,47 x 10 jtk/cm’.

Zaobserwowana zroznicowana zdolno$¢ przezywania badanych szczepow bakterii
w brzeczce napoju stodowego o niskim pH, szczegélnie podczas dtuzszej inkubacji,
sugeruje, ze jest to cecha zwiazana z wlasciwosciami szczepu.

Vinderola i Reinheimer [2003] stwierdzaja podobnie donoszac, iz zdolno$¢ bakterii
probiotycznych do pokonania bariery zotadka jest ro6znorodna i zalezy od cech szczepu.

Ztotkowska 1 in. [2002] badali przezywalnos¢ bakterii wyizolowanych z naturalnie
fermentujacych surowcow. Po 5 h inkubacji w pH 2,0 stwierdzili, dla szczepu o naj-
wigkszej opornosci, liczbe zywych komoérek wynoszaca 3,0 x 10° (liczba wyjsciowa
wynosita 7,0 x 107 jtk/cm”).
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Rys. 2. Przezywalno$¢ wybranych szczepow z gatunku Lactobacillus plantarum w $rodowi-
sku o pH 2,0 w r6znym czasie inkubacji (§rednia 8 serii)

Fig. 2. The survival ability of chosen Lactobacillus plantarum strains at pH 2.0 at different
incubation time (mean from 8 series)

Tolerancja bakterii z rodzaju Lactobacillus na niskie pH przypisywana jest ich zdol-
nos$cia do utrzymywania statego gradientu pomigdzy pH $rodowiska a pH cytoplazma-
tycznym komorki. Gdy pH wewnatrz komorki osiaga wartos¢ graniczna funkcje zycio-
we zostaja zahamowane i komorka umiera [Charalampopoulos i in. 2003].

Kolejna bariera, jaka napotykaja w przewodzie pokarmowym bakterie fermentacji
mlekowej sa warunki panujace w jelicie cienkim. Czas przebywania spozytego produk-
tu w jelicie cienkim wynosi 1-4 h, a warto§¢ pH tresci jelita — okoto 8,0 [Huang
i Adams 2004]. Poniewaz pokarm po przejsciu przez jelito cienkie trafia do jelita gru-
bego (pH obojetne lub lekko zasadowe), gdzie przebywa zwykle 8-12 h, okreslano
liczbg bakterii przezywajacych po 3, 6 1 24 h inkubacji. W badaniach nad opornoscig
bakterii mlekowych na sktadniki zolci stosowane sa oprocz zokci takie sole zolciowe,
jak oxgall i dezoksycholan sodu w stezeniach 0,15-0,3%. W naszych badaniach, w celu
okreslenia opornosci badanych szczepow bakterii mlekowych na z6t¢ zastosowano roz-
twory dezoksycholanu sodu (jeden ze sktadnikow zokci) o stezeniach 1, 2 i 3 mmol/dm’.

Wplyw czasu inkubacji badanych szczepéw w obecnosci soli zotciowej przedsta-
wiono na rysunkach 3, 4 i 5. Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem stgzenia stosowanej soli
z0lciowej oraz w miarg uplywu czasu zmniejszata si¢ liczba zywych komorek bakterii
mlekowych. I tak np. w roztworze dezoksycholanu sodu o stezeniu 1 mmol/dm® po 24 h
najlepsza przezywalnoscia charakteryzowaty si¢ szczepy L. plantarum 299 v, ATCC
4080 i NCAIM B.01149. Liczba ich komoérek wynosita okoto 10° jtk/cm® (liczba wyj-
sciowa wynosita 10% jtk/em®) (rys. 3). Szczep L. plantarum 1 wykazywat sig rowniez dobra
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Rys. 3. Przezywalno$¢ wybranych szczepow z gatunku Lactobacillus plantarum w roztworze
dezoksycholanu sodu o stezeniu 1 mmol/dm® w réznym czasie inkubacji ($rednia 8 serii)

Fig. 3. The survival ability of chosen Lactobacillus plantarum strains at solution 1 mmol/dm’
deoxycholate sodium at different incubation time (mean from 8 series)
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Rys. 4. Przezywalno$¢ wybranych szczepow z gatunku Lactobacillus plantarum w roztworze
dezoksycholanu sodu o stezeniu 2 mmol/dm® w réznym czasie inkubacji ($rednia 8 serii)

Fig. 4. The survival ability of chosen Lactobacillus plantarum strains at solution 2 mmol/dm*
deoxycholate sodium at different incubation time (mean from 8 series)
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Rys. 5. Przezywalno$¢ wybranych szczepodw z gatunku Lactobacillus plantarum w roztworze
dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm® w réznym czasie inkubacji ($rednia 8 serii)

Fig. 5. The survival ability of chosen Lactobacillus plantarum strains at solution 3 mmol/dm’
deoxycholate sodium at different incubation time (mean from 8 series)

przezywalnoscia (2,53 x 10* jtk/cm®). Gdy badane szczepy umieszczono w dezoksycho-
lanie sodu o stezeniu 2 mmol/dm’, po 24 h inkubacji najwigksza liczbg komérek przezy-
wajacych stwierdzano (podobnie jak w nizszym stgzeniu) dla szczepu L. plantarum 299 v
i wynosita ona 2,7 x 10° jtk/em®, podczas gdy szczep L. plantarum 1 przezywat w ilosci
2,24 x 10* jtk/em’, a szczepy L. plantarum 44, ATCC 4080 i NCAIM B.01149 — okoto
10% jtk/cm® (rys. 4). Po 24 h inkubacji, w najwickszym stezeniu stosowanej soli zotcio-
wej, najlepiej przezywat szczep L. plantarum 299 v (1,54 x 10° jtk/cm’) oraz L. planta-
rum 1 (5,53 x 10° jtk/em®). Szczepami najbardziej wrazliwymi okazaly sie szczepy
L. plantarum ATCC 4080 i NCAIM B.01834, ktore przezywaly w ilosci okoto 10'
jtk/em® (rys. 5).

Laniewska-Moroz i in. [1996] stwierdzili, ze po 24-godzinnej inkubacji w roztworze
dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm® liczba zywych komérek Lactobacillus
acidophilus 294 zmniejszyta sig z 10° jtk/cm® do okoto 10* jtk/cm’.

Patel i in. [2004] prowadzili badania nad przezywalnoscig bakterii mlekowych
w $rodowisku o pH 7,0 zawierajacym 2% zolci. Dodatkowo okreslili wplyw réznych
dodatkow (ekstraktu: stodowego, pszenicznego i jgczmiennego oraz roéznych stgzen glu-
kozy i ekstraktu drozdzowego) na przezywalnos$¢ badanych szczepow w 2-procentowym
roztworze z6fci. Po 4 h inkubacji stwierdzono lepsza tolerancj¢ szczepdw L. plantarum,
L. reuteri i L, acidophilus w stosunku do zo6tci w podlozach dodatkowo wzbogaconych
w ekstrakty zbozowe i glukozg. Obecnos¢ ekstraktu drozdzowego rowniez zwigkszata
oporno$¢ bakterii na z6t¢, ale w mniejszym stopniu niz pozostale dodatki. Najlepsza
tolerancja charakteryzowaly si¢ szczepy przetrzymywane w probkach wzbogaconych
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w ekstrakt stodowy. Autorzy sugeruja, iz opornos¢ szczepow w stosunku do zotci zale-
zy nie tylko od samych wlasciwos$ci testowanego szczepu, ale rowniez od pozostatych
sktadnikéw wprowadzonych do $rodowiska. Roznorodno$é spozywanych pokarméw
jest duza, a ich st¢zenie w przewodzie pokarmowym stopniowo maleje, dlatego w ni-
niejszym do$wiadczeniu zdolno$¢ przezywania badanych szczepow okreslalismy w roz-
tworach dezoksycholanu sodu zawierajacych brzeczke napoju stodowego rozcienczong
dziesigciokrotnie.

Wigkszos¢ badan nad przezywalnoscia szczepow bakterii fermentacji mlekowej w ni-
skim pH lub w obecnosci soli zolciowych jest przeprowadzana w osobnych doswiad-
czeniach. Jednak bakterie, aby mogty korzystnie oddzialywaé na organizm gospodarza,
poza pokonaniem bariery niskiego pH musza réwniez przejs¢ kolejna barierg, jaka jest
76¢. Dlatego w ramach niniejszej pracy zastosowano inkubacje¢ kombinowana, polegajaca
na przetrzymaniu szczepow przez 4 h w §rodowisku o pH 2,0, a nastegpnie zobojetnieniu
i przeniesieniu ich do roztworu dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm’ (rys. 6).
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Rys. 6. Przezywalno$¢ wybranych szczepoéw z gatunku Lactobacillus plantarum w pH 2,0
a nastepnie w roztworze dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm® w réznym czasie inku-
bacji ($rednia 8 serii)

Fig. 6. The survival ability of chosen Lactobacillus plantarum strains at pH 2.0 and next at
solution 3 mmol/dm® deoxycholate sodium at different incubation time (mean from 8 series)

Po 4 h inkubacji w $rodowisku o pH 2,0 stwierdzano jeszcze 10°-10 jtk/cm® badanych
szczepow. Po 3 h od momentu przeniesienia szczepoéw ze srodowiska o pH 2,0 do roz-
tworu dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm’ najwigksza liczba zywych komérek
($rednio 1,24 x 10° jtk/cm’) charakteryzowat sie szczep L. plantarum NCAIM B.01149.
Najmniejsza liczbg zywych komorek stwierdzano dla szczepu L. plantarum 299 v
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i wynosita ona érednio 9,11 x 10' jtk/cm®. Poniewaz badany szczep zaréwno we wszyst-
kich stezeniach stosowanej soli, jak réwniez w niskim pH odznaczat si¢ najlepszymi
zdolno$ciami przezycia, uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczaé, iz zmienne warunki
srodowiska (przeniesienie z niskiego pH do roztworéw dezoksycholanu sodu) wywiera-
ja istotny wpltyw na oporno$¢ bakterii na wysokie st¢zenia soli zétciowych. Po 24 h
inkubacji w roztworze dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm’ liczba komérek
bakterii zmniejszala sie, osiagajac dla wiekszosci szczepow okoto 10" jtk/cm®. Najlep-
sza przezywalnoscia charakteryzowaly si¢ szczepy L. plantarum ATCC 4080 i L. plan-
tarum 299 v, ktérych liczba zywych komérek wynosita odpowiednio 1,05 x 10% 1 8,28 x
x 10" jtk/em’.

Prasad i in. [1999] stwierdzili, ze nie wszystkie szczepy przezywajace w warunkach
niskiego pH sa zdolne do pokonania bariery wysokiego stezenia soli zotciowych (1%)
w jelicie cienkim, mimo iz podczas inkubacji wylacznie w roztworze soli zotciowych
przezywaja. Wsrod badanych szczepow z gatunku L. rhamnosus znajdowaly si¢ szczepy
wrazliwe na nastgpujace po sobie zmiany warunkéw z niskiego pH na srodowisko zoéfci.

Usajewicz i in. [2001], prowadzac badania nad przezywalno$cia bakterii kefirowych
w obecnosci 3% zolci, po 12-godzinnej inkubacji stwierdzili okoto 10%-10° jtk/cm®
(liczba wyjsciowa okoto 10® jtk/cm®). Jednoczesnie po przeniesieniu bakterii z bulionu
o pH 1,5 do bulionu zwierajacego 3% zotci, po potgodzinnej inkubacji stwierdzono
zaledwie pojedyncze komorki.

Pokonanie niekorzystnych warunkéw panujacych w zotadku i jelicie cienkim umoz-
liwia bakteriom dotarcie do jelita grubego i dalszy wpltyw na organizm cztowieka oraz
ewentualne zasiedlenie jelita grubego.

WNIOSKI

1. Badane szczepy z gatunku Lactobacillus plantarum charakteryzuja si¢ zroéznico-
wang zdolno$cia do przezycia zar6wno w brzeczce napoju stodowego o niskim pH, jak
i w roztworach dezoksycholanu sodu.

2. Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczac, iz badane szczepy potrafia pokonaé
bariere zotadka. Po 6 h inkubacji stwierdzano jeszcze w $rodowisku o pH 2,5 10°-10’
jtk/em®, a w §rodowisku o pH 2,0 — 10%-10° jtk/cm?® (liczba wyjéciowa okoto 10% jtk/cm?).

3. Po 24 h inkubacji, w probkach roztworu dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm’
stwierdzano jeszcze obecnos¢ zywych komorek bakterii — 10'-10° jtk/ cm® (w zaleznosci
od szczepu).

4. Stosowane szczepy bakterii sa prawdopodobnie zdolne do pokonania jelita cien-
kiego i dotarcia do jelita grubego. Po inkubacji kolejno przez 4 h w brzeczce o pH 2,0,
a nastgpnie 24 godziny w roztworze dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm’,
w probkach znajdowaly sie jeszcze zywe komorki bakterii: 10'-107 jtk/cm® (liczba wyj-
sciowa 10® jtk/cm’).

5. Szczepem o najlepszej przezywalno$ci zarowno w niskim pH, jak i w obecnosci
soli zotciowej byt szczep probiotyczny L. plantarum 299 v. Podczas inkubacji kombi-
nowanej w pH 2,0 a nastgpnie w roztworze dezoksycholanu sodu o stezeniu 3 mmol/dm’
najwigksza opornoscia w stosunku do w/w warunkow charakteryzowat si¢ (oprocz
L. plantarum 299 v) szczep L. plantarum ATCC 4080. Dlatego sugeruje si¢ ewentualne
jego wykorzystanie w produkcji napoju stodowego.
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THE SELECTED PROBIOTIC PROPERTIES
OF LACTOBACILLUS PLANTARUM STRAINS AND THEIR APPLICATION
TO PRODUCTION OF BIOACTIVE MALT BEVERAGES

Abstract. The survival ability at malt beverage wort with pH 2.0 and 2.5 of tested strains
was investigated at the time 0, 1, 2, 3, 4 and 6 hours. In general, tested strains of lactic
acid bacteria showed high resistance at low pH and after 6 hours of incubation observed
viable cells on the range 10°-107 cfu/cm® in case of pH 2.5, and 10*-10° cfu/cm® for pH
2.0. A number of lactic acid bacteria was examined in 1, 2 and 3 mmol/dm® of deoxycho-
late sodium solution after the time of 3, 6 and 24 hours of incubation. After 24 h of incu-
bation in 3 mmol/dm® solution of deoxycholate sodium the determined amount of bacteria
was 10'-10° cfu/ml.

Key words: lactic acid bacteria, probiotics, malt beverage, bioactive beverage, pH 2.0-
-2.5, deoxycholate sodium
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