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W pracy okreslono wplyw trzech czynnikéw (wielkosci porcji mleka fermento-
wanego, zawartosci ttuszczu i wielkosci dodatku prebiotyku) na przezywalnosé
probiotycznego szczepu Bif. animalis subsp. lactis Bb-12 w warunkach in vitro
symulujqcych sok zoladkowy i sok trzustkowy.
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Bifidobakterie korzystnie wptywaja na stan zdrowia i funkcjonowanie przewodu
pokarmowego czlowieka. Szczegdlnie wazna jest ich obecno$é w jelicie grubym.
Bakterie rodzaju Bifidobacterium moga dostawac si¢ do organizmu wraz z pokar-
mem lub preparatami farmaceutycznymi. Metabolity wydzielane przez bakterie
kwasu mlekowego 1 bifidobakterie spetniaja wazna rolg w fizjologii jelita (1, 2).

Niektdre szczepy bakterii kwasu mlekowego 1 bifidobakterii sa probiotyczne, czy-
li wykazuja dodatkowe prozdrowotne dziatanie na ludzki organizm. Liczne badania
dowodza, ze skutecznos¢ dziatania probiotykdéw na przewod pokarmowy cztowieka
w duzym stopniu zalezy od doboru wlasciwego szczepu oraz dostarczania organi-
zmowi w sposob systematyczny odpowiedniej liczby zywych komorek. Uznaje sig,
ze spozycie probiotykdw w ilosci 10°—10° komorek na dobg jest minimalng skutecz-
na dawka terapeutyczng (3, 4).

Istnieje szereg czynnikéw majacych wplyw na przezywalno$¢ probiotykow
w przewodzie pokarmowym cztowieka. Naleza do nich m.in. rodzaj oraz stan fizjo-
logiczny uzytego szczepu, zastosowany nosnik probiotyku (np. sktadniki pokarmo-
we), dodatek odpowiednich prebiotykéw. Wazne sa rowniez czynniki zewnetrzne,
jakim poddawany jest produkt po zaszczepieniu bakteriami starterowymi, tj. warun-
ki technologiczne, fermentacja, chtodnicze przechowywanie, stezenie jonéw wodo-
rowych, aktywnos¢ wody i potencjat oksydoredukcyjny.

W pracy okreslono wptyw trzech czynnikow (wielkosci porcji mleka, zawartosci
thuszczu 1 wielkosci dodatku prebiotyku) na przezywalno$¢ probiotycznego szczepu
bifidobakterii w warunkach symulujacych sok zotadkowy i trzustkowy.
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MATERIAL I METODY

Badania prowadzono z uzyciem probiotycznego szczepu Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis Bb-12 (Chr. Hansen, Polska). Bakterie wykorzystano do otrzy-
mania porcji 40 cm® i 80 cm?® mleka fermentowanego (o zawartosci ttuszczu 0,5;
2,0 1 3,2%) z dodatkiem okreslonej ilosci prebiotyku (0, 1, 2, 3 i 5% handlowego
preparatu FibreGum, zawierajacego rozpuszczalny blonnik pokarmowy uzyskiwa-
ny z gumy akacjowej pochodzacej z drzew akacji afrykanskiej, firmy Bart Polska).
Probki mleka fermentowano przez 4 godz. w temp. 37°C £1.

Otrzymane porcje mleka fermentowanego dodawano do 40 cm?® modelowego
soku zotadkowego i przetrzymywano przez 2 godz. w temp. 37°C. Sktad soku Zo-
tadkowego zostal zaczerpnigty z publikacji Clavel’a i wspoltpr. (5). Bezposrednio
przed doswiadczeniami, do soku zotadkowego dodawano krystalicznej pepsyny
(Sigma-Aldrich) w ilosci 6 mg na 40 cm® soku. Natychmiast po zmieszaniu 40 cm?
lub 80 cm® mleka fermentowanego z 40 cm?® modelowego soku zotadkowego po-
bierano niewielka probke do oznaczania liczby zywych komorek bakterii. Te same
czynnosci wykonywano po zakonczeniu okresu inkubacji mleka fermentowanego
w modelowym soku zotadkowym. Posiewy wykonywano z zastosowaniem metody
ptytkowej (inkubacja posiewdéw w MRS Agar w temp. 37°C przez 72 godz.).

Nastepnie mieszaning przenoszono do 40 cm?® modelowego soku trzustkowego
iprzetrzymywano w temp. 37°C przez 4 godz. Sktad soku trzustkowego zaczerpnieto
z publikacji Marteau i wspotpr. (6). Bezposrednio przed wykonaniem doswiadczen,
do 40 cm® modelowego soku trzustkowego dodawano zawartos¢ dwoch kapsutek
preparatu farmaceutycznego Kreon® 10000 (Solvay Pharmaceutical) zawierajaca
enzymy trzustkowe. Natychmiast po zmieszaniu plyndéw pobierano niewielka prob-
ke do oznaczania liczby zywych komdrek bakterii. To samo czyniono po 4 godz.
przetrzymywania w temp. 37°C.

Analize statystyczna (wieloczynnikowa analiz¢ wariancji) przeprowadzono za
pomoca programu statystycznego Statgraphics v.4.1, przy poziomie istotnosci
a=0,05 1 0=0,01.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wykorzystany w badaniach szczep bifidobakterii jest powszechnie uznawany za
kulture probiotyczna i posiada takze doskonale udokumentowany pozytywny wplyw
na zdrowie cztowieka. Korzystnie wplywa na system immunologiczny cztowieka,
minimalizuje problemy Zzotadkowe takie, jak biegunka, a takze poprawia proces le-
czenia zapalen skory u dzieci.

Poczatkowa liczba komdrek bakterii szczepu Bif. animalis subsp. lactis Bb-12 we
wszystkich probkach mleka fermentowanego wynosita srednio 8,7 log jtk/cm® £ 0,3.
Po dwoch godzinach przetrzymywania w zawiesinie modelowego soku zotadkowe-
go, w temp. 37°C, liczba zywych komorek bifidobakterii wyniosta §rednio 8,7 log
jtk/cm?® £ 0,3, niezaleznie od wielko$ci porcji mleka zmieszanego z modelowym so-
kiem zotadkowym (p = 0,3502), zawartosci w nim ttuszczu (p = 0,2686) oraz ilosci
dodanego btonnika (p = 0,5977).
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Po zmieszaniu zawiesiny z modelowym sokiem trzustkowym, populacja bifido-
bakterii ulegta nieznacznemu zmniejszeniu ($rednio do 8,6 log jtk/cm® £ 0,3), na
skutek rozcienczenia ptynami. Po 4 godz. inkubacji mieszaniny w temp. 37°C, licz-
ba zywych komorek bifidobakterii nie ulegla statystycznie istotnej zmianie, nieza-
leznie od wielkosci porcji mleka zmieszanego z modelowym sokiem zotadkowym
(p = 0,4547), zawartosci w nim ttuszczu (p = 0,5084) oraz ilosci dodanego btonnika
(p = 0,8908).

Opornos¢ probiotykéw na warunki panujace w zotadku jest rézna, w zaleznosci
od gatunku i szczepu. Zwykle bakterie rodzaju Bifidobacterium wykazuja wysoka
oporno$¢ na kwasy (7, 8). Izquierdo i wspdtpr. (9) okreslili opornos$é 8 szczepow
Bifidobacterium longum na symulowane warunki zotadkowo-jelitowe. Okazato sig,
ze komorki szczepu Bif. longum NCC 2705 o udokumentowanych wlasciwosciach
probiotycznych, wykazaly najwyzsza opornos¢ na warunki panujace w zotadku
i jelitach, podczas gdy komorki szczepow Bif. longum BB 536 1 SP 07/3 byly naj-
mniej oporne. Z kolei Masco i wspoltpr. (10) przeanalizowali 42 szczepy rodzaju
Bifidobacterium wyizolowane z ludzkiego przewodu pokarmowego oraz 24 izolaty
z produktéw probiotycznych pod katem opornosci na warunki panujace w zotadku
i jelitach. Sposréd wszystkich przebadanych szczepow, najwigkszym poziomem
przezywalnosci w tych warunkach wykazaly komorki szczepdw Bif. animalis
subsp. lactis.

Analiza statystyczna wynikow przezywalnos$ci, otrzymanych w niniejszej pracy,
potwierdzita, ze podczas przetrzymywania mleka fermentowanego w modelowym
soku zotadkowym nie nastgpuje istotna redukcja populacji zywych komérek szcze-
pu Bif. animalis subsp. lactis Bb-12, a wigc przezywalno$¢ tych bakterii w mode-
lowym soku zotadkowym jest na wysokim poziomie. Wynika z tego, ze kwasne
srodowisko, jakie panuje w zotadku, nie ma istotnego wplywu na populacje zywych
komorek tego szczepu, jesli sa one wprowadzone z pokarmem. Jest to potwierdze-
niem tezy wysunietej przez Lankaputhra i Shah (11). Inne wyniki uzyskali Berrada
i wspolpr. (12), badajac opornos¢ komorek 2 kultur Bifidobacterium, zaszczepio-
nych w mleku fermentowanym, na warunki panujace w ludzkim przewodzie pokar-
mowym, zaobserwowali redukcj¢ liczby zywych komorek juz po 90 min inkubacji
w $rodowisku symulujacym warunki panujace w zotadku (o pH 3,0). Swiadczy to
o tym, ze nie wszystkie bakterie rodzaju Bifidobacterium sa oporne na warunki pa-
nujace w soku zotadkowym.

Co wazniejsze, niniejsze badania dowiodly, ze sktadniki pokarmu takie, jak thuszcz
czy prebiotyki oraz wielkos¢ porcji mleka, nie zmieniaja tej przezywalnosci.

Innym waznym czynnikiem majacym wplyw na przezywalnos¢ komorek bakte-
ryjnych w ukladzie pokarmowym cztowieka jest obecnos¢ soli zétciowych wyka-
zujacych efekt bakteriobojczy, co prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci bton
komorkowych. Hydroliza soli kwasow zolciowych, katalizowana przez enzym BSH
(hydrolazg soli zotciowych, bile salt hydrolase) stanowi prawdopodobnie mecha-
nizm obronny przed toksycznym dzialaniem soli zétciowych obecnych w natural-
nym $rodowisku bytowania Bifidobacterium (7, 8, 9, 13).

Bez watpienia znaczacy wplyw na przezywalnos¢ komdrek bakteryjnych w sro-
dowisku jelit ma nosnik, w ktérym bakterie s zawieszone. Jak wiadomo, produkty
nabialowe majq zdolnos¢ buforowania pH, dzigki czemu maja wtasciwosci ochron-
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ne. Znajduje to potwierdzenie w badaniach przeprowadzonych przez Charteris
i wspotpr. (14). Analizowali oni wptyw m.in. biatek mleka na zywotno$¢ komorek
bakterii z rodzaju Bifidobacterium podczas symulowanego tranzytu przez przewod
pokarmowy czltowieka. Dodatek bialek mleka polepszyl przezywalnos$¢ bakterii
podczas zotadkowego tranzytu. W obecnosci kazeinianu sodu, izolowanego biatka
serwatkowego oraz kombinacji tych dwoch sktadnikow, szczep Bif. infantis 25962
wykazat si¢ 100% tolerancja na warunki panujace w zotadku.

Zgodnie z analizg statystyczng przeprowadzong w pracy, nie stwierdzono zmian
w liczebnosci komorek bakterii szczepu Bif. animalis subsp. lactis Bb-12 podczas
inkubacji w symulowanym soku trzustkowym. Ponadto, ani wielko$¢ porcji mleka,
ani zawartos¢ ttuszczu, ani dodatek prebiotyku nie wptynety réznicujaco na prze-
zywalno$¢ komorek bifidobakterii w modelowym soku trzustkowym. Jak wiado-
mo podstawa mechanizmu dziatania prebiotykéw jest modulacja sktadu mikroflory
przewodu pokarmowego, co prowadzi do zwigkszenia liczebnosci i aktywnosci ko-
morek pozadanych bakterii jelitowych.

WNIOSKI

1. Komorki szczepu Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 okazuja si¢
by¢ oporne na warunki panujace w modelowym soku zotadkowym i modelowym
soku trzustkowym. Dla ich przezywalnosci nieistotne sq wielkos¢ porcji mleka fer-
mentowanego, w ktorym sa zawieszone, oraz zawarto$¢ thuszczu w mleku.

2. Dodatek prebiotyku (btonnika rozpuszczalnego) do mleka fermentowanego
réwniez nie wplywa réznicujaco na przezywalnos$¢ komorek bifidobakterii szczepu
Bb-12 w modelowym soku Zzotadkowym i modelowym soku trzustkowym.

M. Ziarno, D. Zargba, D. Jamiotkowska

THE STUDY ON THE FACTORS INFLUENCING THE VIABILITY OF LAB IN CONDITIONS
SIMULATING GASTROINTESTINAL TRACT

Summary

The aim of this work was to determine of influence of three factors (fermented milk portion, fat content
in milk, and prebiotic addition) on the viability of probiotic strain Bif. animalis subsp. lactis Bb-12 in vitro
condition simulating gastric and intestinal juices. Strain Bb-12 was applied to produce fermented milk,
with different fat content (0.5, 2.0, and 3.2%) and with prebiotic addition (0, 1, 2, 3, and 5% of commercial
soluble fibre formula). Statistical analysis of results proved that during the incubation of fermented milk
in artificial gastric or intestinal juices the reduction of bifidobacteria Bb-12 population was not significant.
Studied factors: fermented milk portion, fat content in milk, and prebiotic addition were not statistically
important to viability of bifidobacteria Bb-12.
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