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W pracy zaprezentowano wyniki badan nad wplywem probiotycznych pale-
czek Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 i Lactobacillus acidophilus
La-5 na zawartos¢ kwasu linolowego o wiqzaniach skoniugowanych (CLA)
w Huszczu serow modelowych poddawanych osmiotygodniowemu dojrzewaniu
w temperaturze 14°C. W konicowym okresie dojrzewania w modelach probio-
tycznych stwierdzono wzrost ilosci CLA o ok. 150 mg/100 g tHuszczu. Obserwo-
wano istotne statystycznie ujemne korelacje miedzy wzrostem zawartosci CLA
a zawartosciq kwasu linolowego, linolenowego i elaidynowego.

Hasta kluczowe: kwas linolowy o wiazaniach skoniugowanych, Bifidobacterium,
Lactobacillus, sery modelowe.
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Izomery kwasu linolowego o wigzaniach sprzg¢zonych (CLA) to grupa zwiazkow
stanowiacych izomery pozycyjne i geometryczne kwasu oktadekadienowego. W cza-
steczkach tych kwasow wigzania podwojne skoniugowane, czyli oddzielone w tan-
cuchu weglowym jednym wigzaniem pojedynczym, zlokalizowane sg najczgsciej
przy weglach w pozycjach od 6,8 do 13, 15 i moga przyjmowac konfiguracje cis,
cis; trans, trans; trans, cis lub cis, trans (1). Jednym z glownych izomeréw CLA
jest kwas zwaczowy (C18:2 cis-9, trans-11), zidentyfikowany po raz pierwszy jako
posredni produkt biohydrogenacji przeprowadzanej przez bakterie Butyrivibrio fibri-
solvents (2). Wyniki badan wskazuja, ze na drodze biohydrogenacji biosyntezg CLA
przeprowadza¢ moga rdwniez szczepy z grupy bakterii mlekowych, m.in. z rodza-
ju Lactobacillus czy Lactococcus oraz Bifidobacterium. Kwas linolowy (18:2 cis-9,
cis-12) izomeryzowany jest do kwasu zwaczowego (18:2 cis-9, trans-11) przez en-
zym izomeraz¢ kwasu linolowego (EC 5.2.1.5) na szlaku przemian do kwasu ste-
arynowego (3, 4). Liczne izomery CLA wystepuja naturalnie w thuszczu zwierzat
przezuwajacych, w ich tkance migsniowej oraz mleku, a takze w niektérych olejach
roslinnych, jak olej kukurydziany, oliwa z oliwek, thuszcz kokosowy, olej z pestek

* Praca zrealizowana w ramach grantu badawczego promotorskiego Nr NN 312 150 634 przyznanego
ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w latach 2008—-2009.
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winogron, jednak w tych ostatnich zawarto$¢ CLA jest niewielka — ponizej 0,01%
(5, 6). W tluszczu mlecznym srednia zawartos¢ CLA, jako kwas 18:2 cis-9, trans-11,
waha si¢ w granicach 300—600 mg/100 g thuszczu (7). Lin (8) podaje, ze dla serow
dojrzewajacych typowe bylo wyzsze stezenie CLA (ok. 8,8 mg CLA/1 g tluszczu)
w poréwnaniu z mlekiem nieprzetworzonym — ponizej 1,0 mg CLA/1 g tluszczu.
Zlatanos 1 in. (9) poréwnywali zawartos¢ CLA w roznych serach dojrzewajacych
i ustalili, ze miescita si¢ ona w przedziale 450-950 mg CLA/100 g thuszczu, za$
Fritsche i Steihart (10) wskazali, ze §rednie zawartosci CLA w serach zawieraly sig¢
w granicach 0,4-1,7% catkowitej puli kwasow thuszczowych, przy $redniej zawar-
tosci 0,84%. Zawarto§¢ CLA w przetworach mlecznych pozwala na zapewnienie
tylko ok. 25% najmniejszej dawki wykazujacej dziatanie prozdrowotne, tj. przeciw-
nowotworowe, przeciwmiazdzycowe, immunomodulacyjne, przeciwcukrzycowe
iinne (11). Okreslanie zdolnosci biosyntezy CLA przez bakterie mlekowe stosowane
w technologii zywnosci jako kultury starterowe lub probiotyczne moze shuzy¢ se-
lekcji odpowiednich drobnoustrojow do opracowywania produktow funkcjonalnych
o naturalnie zwigkszonej zawarto$ci sktadnikow prozdrowotnych (CLA).

Celem pracy bylo zbadanie wptywu probiotycznych paleczek Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 1 Lactobacillus acidophilus La-5 na zawarto$§¢ CLA
w tluszczu seréw modelowych poddawanych o$miotygodniowemu dojrzewaniu
w temperaturze 14°C.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowity modele seréw dojrzewajacych. Modele wytwarzano
z zastosowaniem kultury starterowej procesu fermentacji (Lactococcus lactis subsp.
lactis R-603) oraz dodatkiem bakterii probiotycznych Lactobacillus acidophilus
La-5 1 Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Ch. Hansen). Wykorzystano
zmodyfikowang procedure Crespo i in. (12). Do jatlowych butelek Schotta zawiera-
jacych 250 cm?® sterylnej wody destylowanej, nawazano 158 g $mietanki UHT (30%
thuszezu) 1 157 g odtluszczonego proszku mlecznego. Nastepnie dodawano NaCl
(4 g) i cytrynian sodu (1,75 g). Butelki z matryca serowa umieszczano w tazni wod-
nej (Cabrolab Electronic, Polska) i poddawano ogrzewaniu do temperatury 31°C.
Nastgpnie matrycg serowa zaszczepiano bakteriami, przy czym do modeli kontrol-
nych dodawano tylko szczepionke R-603. Zaszczepiong gestwe serowa termostato-
wano (31°C/30 min), po czym dodawano preparat koagulujacy (1:13000, Marzyme,
Chr. Hansen) w ilosci 1 cm?i doktadnie mieszano. Po wytworzeniu skrzepu sero-
wego (ok. 40 min od dodania podpuszczki) gestwe cigto i dogrzewano (36°C/25
min). Kolejne dogrzewanie prowadzono w temperaturze 41°C przez 50 min. Tak
przygotowane sery modelowe poddawano dojrzewaniu przez 8 tygodni w tempera-
turze 14°C w chtodziarce z kontrolowana temperatura (Elekrolux). Masa sera mo-
delowego wynosita ok. 580 g. Modele wykonywano w dwdch seriach. Prébki do
analiz mikrobiologicznych oraz fizykochemicznych pobierano w czasie 0 (zaraz po
wytworzeniu seréw) oraz w 2, 4, 6, 8 tygodniu dojrzewania. Probki przeznaczone do
analizy estrow metylowych kwasow tluszczowych przechowywano w temperaturze
—21°C do czasu analizy.
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W celu oznaczenia liczby komorek pateczek beztlenowych (Lactobacillus 1 Bifi-
dobacterium) posiew wykonywano na podtoze MRS — agar, po czym ptytki inku-
bowano w warunkach beztlenowych (42°C/72 h). Warunki beztlenowe uzyskiwa-
no stosujac stoje do hodowli beztlenowych oraz wktady Anaerocult® A (Merck,
Niemcy). Oznaczenie liczby komorek paciorkowcdéw mlekowych wykonywano na
podtozu M17 — agar prowadzac inkubacj¢ plytek z posiewami w warunkach tleno-
wych (30°C/72 h). Wynik koncowy ($rednia z czterech powtorzen) podawano jako
logarytm jednostek tworzacych koloni¢ przypadajacych na 1 g sera modelowego
(log j.t.k./1 g sera modelowego).

Do analizy sktadu kwaséw thuszczowych thuszcz ekstrahowano metoda Folcha
(13), zmodyfikowana pod wzgledem iloSci pobieranej probki oraz ilosci stosowa-
nych rozpuszczalnikdéw organicznych. Pobierano ok. 1,0 g probki, 12 cm?® mieszani-
ny chloroform: metanol w stosunku 2:1 oraz 0,5 cm? roztworu standardu wewngtrz-
nego (triacyloglicerol kwasu heneikozanowgo — TAG C21:0, czystos¢ > 99%, Nu
— Chek — Prep., USA, 5 mg/cm?). Po ekstrakcji warstwe chloroformowa zbierano,
saczono przez bezwodny siarczan sodu, nastgpnie chloroform odparowywano do
sucha w strumieniu azotu. Do pozostatego ttuszczu dodawano 3 cm? heksanu i do-
dawano 0,1 cm® KOH w metanolu (2 M) doktadnie mieszajac. Reakcje estryfikacji
prowadzono w temperaturze 37°C przez 30 min w termostacie. Z tak przygotowane;j
probki, po uprzednim rozcienczeniu 4 cm? heksanu, pobierano 0,2 cm?® i uzupetniano
heksanem do objetosci 1,5 cm®. Nastepnie probki poddawano analizie chromatogra-
ficznej (nastrzyk 1 pl). Estry metylowe kwasow thuszczowych (FAME — fatty acid
metyl ester, w tym CLA — 18:2 cis-9, trans-11) oznaczano metoda chromatografii
gazowej sprzgzonej ze spektrometrem masowym (GC/MS — QP2010, Shimadzu).
Rozdzial chromatograficzny estrow metylowych kwaséw tluszczowych prowa-
dzono na kolumnie polarnej BPX 90 (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm), SGE Incorpo-
rated. Obliczenia ilosciowe FAME wykonywano wzgledem standardu wewngtrz-
nego uwzgledniajac wspotczynniki korekcyjne oraz przeliczeniowe FAME na tria-
cyloglicerole kwasow ttuszczowych. Analizy wykonywano w trzech powtdrzeniach
w kazdej serii badan. Wyniki badan poddawano analizie statystycznej przy wyko-
rzystaniu pakietu statystycznego STATISTICA V.8. przeprowadzajac analiz¢ kore-
lacji oraz jednoczynnikowa analiz¢ wariancji. Do poréwnan postuzono si¢ testem
HSD Tukeya.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zgodnie z procedura wytwarzania serow modelowych do wszystkich uktadow
dodawano bakterie starterowe z rodzaju Lc. lactis R-603 (Ch. Hansen). Po wpro-
wadzeniu szczepionki R-603 wszystkie warianty modeli zawieraly ok. 7,4 cyklu
logarytmicznego komorek bakterii z rodzaju Lactococcus. W ciagu dwoch pierw-
szych tygodni dojrzewania w 14°C nastepowato istotnie statystycznie namnazanie
si¢ kultury starterowej (ryc. 1). W modelach zaszczepionych tylko starterem R-603
liczba komorek paciorkowcdw mlekowych wzrosta w tym okresie o ok. 1,0 cykl lo-
garytmiczny, zas w uktadach z pateczkami mlekowymi i bifidobakteriami o ok. 0,7
cykla logarytmicznego. W kolejnych tygodniach dojrzewania modeli z bakteriami
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Lactobacillus i Bifodobacterium bakterie starterowe nadal si¢ namnazaly, tak, ze
po széstym tygodniu przyrost byt rzedu 1,2 cyklu log w porownaniu z czasem ze-
rowym. (ryc. 1). W modelach seré6w kontrolnych tendencja byta odwrotna, bowiem
po czterech tygodniach przechowywania zaobserwowano statystycznie istotne ob-
nizanie si¢ liczby Lc. lactis. Redukcja komorek R-603 osiagneta poziom 0,5 cyklu
w ostatnim dniu dojrzewania.
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Ryc. 1. Zmiany liczby komoérek tlenowych paciorkowcéw mlekowych w uktadach seréw modelowych
kontrolnych (R-603) oraz z dodatkiem Lb. acidophilus 1 Bif- animalis subsp. lactis R-603 (La-5 + Bb-12),
a takze zmiany liczby pateczek probiotycznych w uktadach z dodatkiem tych bakterii (La-5 + Bb-12).

Fig. 1. Changes at the number of cells of aerobic Lactococcus and probiotic bacteria in models of control
cheeses (R-603) and with the addition of Lb. acidophilus i Bif. animalis subsp. lactis R-603 + La-5 + Bb-
12, as also changes in probiotic number in models with the addition of probiotic bacteria (La-5 + Bb-12).

W przypadku bakterii probiotycznych w modelach z dodatkiem pateczek Lac-
tobacillus acidophilus oraz Bifidobacterium animalis subsp. lactis obserwowano
powolne, istotne statystycznie zmniejszanie si¢ liczby zywych komérek tych mi-
kroorganizméw w czasie dojrzewania. Po dwdch pierwszych tygodniach populacja
bakterii zmniejszyta si¢ o ok. 0,5 log j.t.k./g z poczatkowego poziomu ok. 7,6 cykla
log. W 6smym tygodniu liczba komérek pateczek beztlenowych ulegta redukcji do
ok. 6,6 cykla log (ryc. 1).

W uktadach kontrolnych nie stwierdzano istotnych zmian zawartosci CLA. W ca-
tym okresie dojrzewania ksztattowala si¢ ona na poziomie srednio 454 + 19 mg/100 g
thuszczu (ryc. 2). W thuszczu modeli z dodatkiem Bifidobacterium oraz Lb. acido-
philus odnotowano wzrost zawartosci CLA. Roznica migdzy koficowym a poczat-
kowym udziatem CLA w ttuszczu tych modeli wyniosta ok. 150 mg/100 g thusz-
czu. (ryc. 2). W modelach probiotycznych wystgpowaty ujemne istotne korelacje
migdzy wzrostem ilo§ci CLA a zawartoscig kwasu linolowego C18:2 cis-9, cis-12
(r=-0,517) oraz kwasem elaidynowym (r = —0,660). Réwniez obnizanie sig¢ ilosci
kwasu linolenowego korelowato silnie ze wzrostem masy CLA (r = —0,729). Jak
podaja Fritsche i Steinhart (10) pierwszym etapem izomeryzacji kwasu linolowe-
go jest jego przeksztatcenie do CLA cis-9, trans-11 lub trans-9 cis-11 lub do oby-
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dwu izomerow. Produktami pos$rednimi przemian katalizowanych przez izomerazg
zwiazana z btona komorkowa bakterii mogg by¢ kwas wakcenowy i elaidynowy.
Akalin i in. (14) stwierdzali, ze rowniez zestryfikowane formy kwasu linolowego
stanowily substraty syntezy CLA prowadzonej przez bakterie Lb. acidophilus La-5
oraz Bif. animalis subsp. lactis Bb-12 w jogurtach. W wyniku metabolizmu tych
bakterii zawarto$¢ izomeru 18:2 cis-9, trans-11 w badanych produktach ulegata pra-
wie trzykrotnemu zwigkszeniu. Fritshe 1 in. (6) podaja, ze w wytworzonym przez
nich serach Emmental z dodatkiem szczepdw probiotycznych ilo§¢ CLA nieznacz-
nie wzrastata. Takze w badaniach wykonanych przez Van Nieuwenhove i in. (15)
w serach z dodatkiem bakterii z rodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus uzyskiwano
wzrost zawartosci CLA w czasie dojrzewania.
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Ryec. 2. Zmiany zawartosci kwasu linolowego o wigzaniach skoniugowanych w modelach kontrolnych (R-
603) oraz probiotycznych (R-603 + La-5 + Bb-12) w czasie dojrzewania serow modelowych. Objasnienia:
a, b, ... —te same litery przy wartosciach srednich danego sera modelowego oznaczaja brak statystycznie
istotnych roznic (o= 0,05); A, B, ... — te same litery przy wartosciach srednich modeli seréw kontrolnych
i probiotycznych oznaczaja brak statystycznie istotnych réznic migdzy modelami (o = 0,05).

Fig. 2. Changes in conjugated linoleic fatty acid content in control (R-603) and probiotic models (R-603
+ La-5 + Bb-12) during ripening of cheese models. Explanatory notes: a, b — the same letters at average
values for model cheese indicate lack of the statistical significant differences (o = 0,05). A, B...— the same
letters at average values for control and probiotic model cheeses indicate lack of the statistical significant
differences between models (o = 0,05).

WNIOSKI

Uzyskane wyniki badan wykazaly, ze bakterie Lactobacillus acidophilus La-5
oraz Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 istotnie wptywaly na zwigksze-
nie zawartosci kwasu linolowego o wigzaniach skoniugowanych w tlhuszczu serow
modelowych, ktdra byta nizsza w uktadach kontrolnych. Udziat kwasu linolowego
o wiazaniach sprz¢zonych byt silnie ujemnie skorelowany ze zmianami zawarto$ci
izomerow trans kwasow thuszczowych oraz kwasow nienasyconych. Przypuszczal-
nie kwasy te stanowity substraty przemian do CLA. Badane szczepy bakterii moga
potencjalnie przyczynia¢ si¢ do naturalnego zwigkszania sktadnikow prozdrowot-
nych (CLA) w przetworach mlecznych.
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A. Bzducha-Wrébel, M. Obiedzinski

CHANGES IN CLA CONCENTRATION IN CHEESE MODELS WITH THE ADDITION
OF BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP. LACTIS AND LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS

Summary

The study presents the results of investigation under the influence of probiotic Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis and Lactobacillus acidophilus on conjugated linoleic acid (CLA) content in the fat of
models of cheeses subjected to ripening during 8 weeks at 145C. At the end of ripening time the increase
in CLA concentration was observed in probiotic models (about 150 mg/100 g of fat). The statistically
important negative correlations were noticed between changes in CLA content and linoleic, linolenic and
elaidic acid fatty acid concentration.
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