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1. WPRoWadzEnIE 

Living Food – naszym celem jest dobre zdrowie konsumentów.
Firma Living Food Sp. z o.o. z siedzibą w Trzcielu została zarejestrowana 

11 lutego 2010 roku i od początku swojej działalności specjalizuje się w pro-
dukcji żywności probiotycznej. Przedsiębiorstwo jest wpisane do rejestru zakła-
dów podlegających urzędowej kontroli organów Państwowej Inspekcji Sanitarnej 
pod numerem 623/21/11/0404/15 jako: Zakład Produkcji Probiotycznych Eko-
logicznych Produktów Spożywczych LIVING FOOD SP. Z O.O. ul. Graniczna 15, 
66-320 Trzciel.

 Do tej pory firma wdrożyła kilkadziesiąt spożywczych preparatów probio-
tycznych i suplementów diety, a swoją produkcję zapoczątkowała asortymen-
tem bezmlecznych koncentratów i napojów porbiotycznych JOY DAY. Nasze naj-
nowsze osiągnięcie to gama produktów funkcjonalnych otrzymanych w efekcie 
bioprocesów, w oparciu o zestaw szczepów probiotycznych, kwas alfa-ketoglu-
tarowy (efekt biosyntezy mikrobiologicznej) i kompleks witaminowo - mineralny 
pochodzący z wyselekcjonowanych, przefermentowanych surowców roślinnych.

Firma Living Food Sp. z o.o. jest jedną z nielicznych w Unii Europejskiej, 
produkującą ekologiczne, probiotyczne produkty spożywcze i probiotycz-
ne suplementy diety w postaci płynnej zawierające żywe, aktywne bakterie 
probiotyczne, zdolne do natychmiastowego zasiedlania przestrzeni przewo-
du pokarmowego (głównie jelit). Doskonałe wyniki uzyskiwane są dzięki od-
powiedniemu zaangażowaniu załogi oraz innowacyjnej, kaskadowej metodzie 
hodowli odpowiednich zestawów bakterii probiotycznych i obecności ich bio-
funkcjonalnych postbiotyków. Cały system produkcji i kontrola produktów 
oparte są o procedury obowiązujące we wdrożonych systemach GMP, GHP oraz  
HACCP. Nad prawidłowym systemem i jakością produkcji czuwa wykwalifikowany  
i sprawdzony personel.

W ciągu wieloletniej działalności, dzięki innowacyjnym wdrożeniom opartym 
na naturalnej biotechnologii, otrzymaliśmy liczne wyróżnienia i nagrody, a wśród 
konsumentów zyskaliśmy uznanie i zaufanie. W roku 2012 uzyskaliśmy certyfika-
cję ekologiczną i od tego czasu produkujemy ekologiczne preparaty probiotyczne. 
Przykładamy wielką uwagę do jakości naszych produktów, bogactwa ich bioak-
tywnych składników, a także zachowania naturalnej witalności znajdujących się 
w produktach, żywych szczepów bakterii probiotycznych.

Nasze kilkunastoletnie doświadczenie w produkcji płynnych produktów pro-
biotycznych zaowocowało szerokim asortymentem unikatowych preparatów, 
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które od wielu lat służą ludziom zainteresowanym profilaktyką i suplementacją 
probiotyczną. Każdy z produkowanych przez nas preparatów charakteryzuje się 
unikatowym składem i powstaje zgodnie z opracowywaną przed laty, a nadal 
udoskonalaną recepturą. Od początku naszej działalności skupialiśmy się nie tyl-
ko na procesie technologicznym naszych produktów probiotycznych. Interesował 
nas przede wszystkim najdelikatniejszy i zarazem najsilniejszy, a przede wszyst-
kim najważniejszy ich element – drobnoustroje o potencjale probiotycznym. 
W miarę upływu lat, śledząc możliwości współczesnej nauki, studiując literaturę 
naukową, korzystając z coraz ciekawszej oferty analitycznej dostępnej na rynku, 
rozwijając współpracę z najlepszymi jednostkami naukowymi w Polsce, reali-
zując mniejsze i większe projekty badawczo-rozwojowe, udoskonaliliśmy nasze 
probiotyczne produkty. Stały rozwój, to jednen z naszych priorytetów, dlatego 
nadal prowadzone są prace badawczo-rozwojowe oraz wdrożeniowe, dzięki któ-
rym coraz szerzej poznajemy pozytywny wpływ naszych preparatów na orga-
nizm człowieka, głównie na jego mikrobiom jelitowy. Od zawsze stawialiśmy na 
doskonalenie jakości, która jest przez nas rozumiana bardzo szeroko. Przy tym 
na szczególną uwagę zasługuje fakt, że wskazywana przez wielu liczebność 
drobnoustrojów probiotycznych to wskaźnik istotny, choć niewiele mówiący 
o biofunkcjonalności danego produktu. To co wyróżnia nasze produkty to nie 
tylko żywe, aktywne i witalne drobnoustroje o potencjale probiotycznym, któ-
rych zespoły tworzą odpowiednio wyselekcjonowane szczepy o udowodnionych 
właściwościach prozdrowotnych, ale także ich metabolity i aktywne związki sta-
nowiące efekt procesu fermentacji celowo wytypowanych, ekologicznych su-
rowców. Nie stanowi tajemnicy, że proces technologiczny otrzymywania płyn-
nych produktów probiotycznych nie jest zadaniem łatwym. Wybór surowców 
i ich dostawców, weryfikacja ich jakości, pracochłonna obróbka wstępna wy-
korzystywanych substratów, zachowanie odpowiednich reżimów higienicznych, 
kontrola analityczna procesu namnażania i fermentacji w całym cyklu produk-
cyjnym łącznie z etapem stabilizacji produktów i ich magazynowania to najważ-
niejsze, choć nie jedyne elementy linii technologicznej, które połączone w se-
kwencje zdarzeń prowadzą do otrzymania naszych produktów. Ufamy, że nasza 
praca i codzienne zaangażowanie całego zespołu przyczynia się do tworzenia 
wyjątkowych produktów probiotycznych dostępnych na polskim, europejskim, 
a nawet światowym rynku. Nasze produkty cieszą się coraz większym zaintere-
sowaniem tak w rodzimym kraju, jak i poza jego granicami. Eksportujemy nasze 
płynne produkty probiotyczne do Skandynawii, Austrii, Niemiec, Hiszpanii, Anglii, 
ale także do Azji, gdzie cieszą się coraz większym uznaniem. 



9

2. BakTERIE fERmEnTaCjI mlEkoWEj – ogólna 
ChaRakTERySTyka

Bakterie fermentacji mlekowej (ang. Lactic acid bacteria, LAB) stanowią 
grupę mikroorganizmów najczęściej wykorzystywanych w produkcji żywności. 
Posiadają wiele atrakcyjnych cech decydujących o ich zastosowaniu w prze-
myśle (Gajewska i Błaszczyk, 2012). Ponadto niektóre z nich mają potwierdzone 
właściwości prozdrowotne (Słońska i Klimuszko, 2010). Wszystkie bakterie fer-
mentacji mlekowej to drobnoustroje gram dodatnie, nie wytwarzające katalazy 
ani przetrwalników (Libudzisz, 2013). Bakterie fermentacji mlekowej charakte-
ryzują wysokie wymagania pokarmowe (Jurkowski i Błaszczyk, 2012). Wykazują 
zdolność do fermentacji cukrów w warunkach beztlenowych w wyniku czego 
syntetyzują kwas mlekowy (Libudzisz, 2013). Ze względu na rodzaj metaboli-
zmu, bakterie fermentacji mlekowej dzieli się na homo- i heterofermentatywne 
(Górecki i Bardowski, 2011), natomiast ze względu na optymalną dla ich wzrostu 
temperaturę na termofile i mezofile (Jurkowski i Błaszczyk, 2012). Mezofile wy-
twarzają kwas mlekowy w stężeniu 1,5%, zaś termofile do 3% (Libudzisz, 2013). 
Dla bakterii fermentacji mlekowej optymalne pH to zakres od 4.0 do 9.6 (Gajew-
ska i Błaszczyk, 2012). Wszystkie bakterie fermentacji mlekowej zaliczane są 
to obligatoryjnych lub fakultatywnych beztlenowców (Jurkowski i Błaszczyk, 
2012). Mikroorganizmy w obrębie tej grupy wykazują między sobą istotne różni-
ce, które dotyczą w szczególności bakterii z rodzaju Bifidobacterium (Libudzisz, 
2013). Powszechnym środowiskiem występowania bakterii fermentacji mlekowej, 
w zależności od gatunku, są rośliny, mleko, a część z nich zasiedla również prze-
wód pokarmowy ludzi i zwierząt (Górecki i Bardowski, 2011).

2.1 Systematyka

Bakterie fermentacji mlekowej klasyfikowane są w obrębie dwóch różnych ty-
pów, a mianowicie są to: typ trzynasty – Firmicutes oraz czternasty – Actinobac-
teria. Do typu Actinobacteria spośród wszystkich bakterii fermentacji mlekowej 
zaliczane są tylko te z rodzaju Bifidobacterium, zaś pozostałe należą do typu trzy-
nastego. Rodzaj Bifidobacterium zaliczany jest do rodziny Bifidobacteriaceae, rzę-
du Bifidobacteriales oraz klasy Actinobacteria. Natomiast wśród typu Firmicutes 
wyróżniamy dwa rzędy, w których sklasyfikowana jest reszta bakterii fermentacji 
mlekowej. Rząd pierwszy to Bacillus, który obejmuje tylko jedną rodzinę - Sporo-
lactobacillaceae i jeden rodzaj bakterii fermentacji mlekowej - Sporolactobacillus.
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Drugi rząd to Lactobacillales na który składa się sześć rodzin i trzydzieści 
trzy rodzaje bakterii mlekowych. Pierwsza rodzina to Lactobacillaceae i nale-
żące do niej rodzaje: Lactobacillus, Paralactobacillus i Pediococcus. Druga to 
Aerococcaceae obejmująca siedem rodzajów bakterii: Aerococcus, Abiotrophia, 
Dolosicoccus, Eremococcus, Facklamia, Globicatella oraz Ignavigranum. W trze-
ciej – Carnobacteriaceae zebranych jest dwanaście rodzajów bakterii fermentacji 
mlekowej: Carnobaterium, Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter, 
Atopostipes, Desemzia, Dolosigranum, Granulicatella, Isobaculum, Marinilaco-
bacillus i Trichococcus. Czwarta rodzina nosi nazwę Enterococcaeae i zawiera 
rodzaje Enterococcus, Melissococcus, Tetragenococcus, a także Vagococcus. 
Leuconostocaceae, czyli rodzina piąta obejmuje tylko trzy rodzaje Leuconostoc, 
Oecococcus i Weisella. Ostatnia z nich to Streptococcaceae i składające się na 
nią rodzaj Streptococcus i Lactococcus. Wszystkie bakterie mlekowe z typu Firm-
cutes zaliczane są do jednej klasy – Bacilli (Moneta i Piątkiewicz, 2010; Gajewska 
i Błaszczyk, 2012; Jurkowski i Błaszczyk, 2012; Vos i in., 2009).

2.2 metabolizm

Bakterie fermentacji mlekowej ze względu na sposób wykorzystania skład-
ników pokarmowych można sklasyfikować na homo- i heterofermentatyw-
ne. Bakterie obligatoryjnie homofermentatywne wytwarzają przede wszyst-
kim kwas mlekowy, ale także niewielkie stężenia innych metabolitów. Natomiast 
w przypadku bakterii heterofermentatywnych oprócz kwasu mlekowego syntety-
zowany jest także szereg innych substancji jak kwas octowy, etanol, ditlenek węgla, 
diacetyl (Trojanowska i in., 2009). Szczepozależna jest także syntetyzowana przez 
bakterie fermentacji mlekowej forma kwasu mlekowego - L(+) bądź D(-) (Narayanan 
i in., 2004). Głównym surowcem wykorzystywanym przez bakterie kwasu mlekowe-
go są węglowodany, a dokładniej cukry szceściowęglowe (Gajewska i Błaszczyk, 
2012). Oba typy bakterii mają także zdolność do fermentacji cukru mlecznego, czyli 
laktozy (Libudzisz, 2013). Homofermentatywne bakterie fermentacji mlekowej me-
tabolizują glukozę w szlaku Embdena-Meyerhofa-Parnasa (EMP) (Jurkowski i Błasz-
czyk, 2012). W końcowym etapie glikolizy powstają dwie cząsteczki pirogronianiu, 
które w wyniku zachodzących reakcji redoks są redukowane do końcowego produk-
tu fermentacji, czyli kwasu mlekowego (Gajewska i Błaszczyk, 2012). W przypad-
ku heterofermentacji glukoza fermentowana jest w szlaku pentozofosforanowym. 
Różnica ta związana jest z faktem, iż heterofermentatywne bakterie fermentacji 
mlekowej nie posiadają pewnych enzymów niezbędnych do prowadzenia procesu 
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glikolizy. W wyniku zachodzących reakcji powstaje kolejno: glukozo-6-fosforan, 
kwas 6-fosforo-glukonowy, następnie z niego ditlenek węgla i rybulozo-5-fosforan. 
Ten ostatni jest przekształcany do ksylulozo-5-fosforanu, z którego to otrzymywa-
ny jest aldehyd 3-fosfo-glicerynowy i acetylofosforan. Z pierwszego związku po-
wstaje kwas mlekowy, zaś z drugiego w zależności od warunków środowiskowych 
kwas octowy bądź etanol. Aby powstał kwas octowy konieczna jest obecność tle-
nu, natomiast w przypadku jego braku powstaje etanol (Libudzisz, 2013; Jurkowski 
i Błaszczyk, 2012). Warto zaznaczyć, że bakterie fermentacji mlekowej oprócz me-
tabolizowania cukrów, posiadają także zdolność do fermentacji innych związków jak 
tłuszcze, co w konsekwencji wpływa na aromat artykułów mleczarskich. Natomiast 
niedobór aminokwasów koniecznych do wzrostu, mobilizuje bakterie fermentacji 
mlekowej do degradacji białek obecnych w środowisku. Ten mechanizm ma także 
pozytywne znaczenie w kontekście przemysłu spożywczego, ponieważ pozwala po-
zyskać odpowiednie cechy organoleptyczne (Gajewska i Błaszczyk, 2012).

2.3 Charakterystyka bakterii fermentacji mlekowej, w  tym 
szczepów bakterii wchodzących w skład produktów probio-
tycznych firmy living food Sp. z o.o.
 

Rodzaj Lactobacillus
 
Bakterie z rodzaju Lactobacillus są to bakterie fermentacji mlekowej nale-

żące do klasy Bacilli, rzędu Lactobacillales i rodziny Lactobacillaceae (Moneta 
i Piątkiewicz, 2010). Mają postać pałeczek i zaliczane są do fakultatywnych bez-
tlenowców (Jurkowski i Błaszczyk, 2012). Nie wytwarzają endospor ani katalazy 
(Słońska i Klimuszko, 2010), są kwasolubne (Trojanowska i in., 2009). Bakterie 
tego rodzaju są zróżnicowane pod względem strukturalnym (Libudzisz, 2013). 
Bakterie z rodzaju Lactobacillus z uwagi na syntetyzowane metabolity zostały 
podzielone na trzy typy. Do pierwszego należą bakterie homofermentatywne. 
Drugi typ to bakterie względnie heterofermentatywne, zaś do ostatniej gru-
py zaliczane są drobnoustroje bezwzględnie heterofermentatywne (Słońska 
i Klimuszko, 2010). Do tego rodzaju należą zarówno szczepy termofilne jak i me-
zofilne (Libudzisz, 2013). Naturalnie występują w rozkładających się surowcach 
roślinnych czy fekaliach m.in. z uwagi na fakt, iż stanowią element mikrobio-
mu jelitowego człowieka i zwierząt (Gajewska i Błaszczyk, 2012). Dzięki swoim 
właściwościom znalazły szerokie zastosowanie w przemyśle spożywczym. Bak-
terie z rodzaju Lactobacillus są wykorzystywane do produkcji mlecznych napo-



12

jów fermentowanych, kiszonej kapusty i ogórków czy pieczywa (Libudzisz, 2013; 
Trojanowska i in., 2009). Rodzaj Lactobacillus posiada status GRAS (ang. gene-
rally recognized as safe) (Słońska i Klimuszko, 2010), co oznacza „bezpieczne 
w stosowaniu”. Niektóre szczepy należące do tego rodzaju mają udowodnione 
właściwości prozdrowotne i zaliczane są do probiotyków. Są to gatunki Lactoba-
cillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii czy Lactobacillus 
plantarum (Gajewska i Błaszczyk, 2012). Warto również zaznaczyć, że bakterie 
z rodzaju Lactobacillus są wykorzystywane w przemyśle do produkcji bakterio-
cyn (Steinka, 2009).

 
W naszych produktach także występują przedstawiciele rodzaju Lactobacillus, 

m.in.:

•	 Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) – charakteryzuje się pozy-
tywnym wpływem na układ immunologiczny (właściwości antyaler-
giczne) i układ pokarmowy w tym sprzyja skutecznemu leczeniu nie-
swoistego zapalenia jelit, a także zmniejsza częstość występowania 
biegunki. Suplementy zawierające szczep L. rhamnosus GG mają pozy-
tywny wpływ na terapię przeciwko Helicobacter pylori, a podawane 
niemowlętom sprzyjają dobremu ich rozwojowi. 

•	 Lactobacillus rhamnosus LR 04 (DSM 16605) – charakteryzuje się wy-
soką skutecznością w leczeniu przewlekłych biegunek u osób starszych, 
przyczynia się do zmniejszenia częstości występowania i nasilenia cho-
rób układu oddechowego, wykazuje silną aktywność przeciwdrobno-
ustrojową przeciwko szczepom z gatunku E. coli.

•	 Lactobacillus rhamnosus LR 05 (DSM 19739) - charakteryzuje się wła-
ściwościami przeciwzapalnymi i immunologicznymi, stosowany w lecze-
niu alergii.

•	 Lactobacillus rhamnosus LR 06 (DSM 21981) - wykazuje aktywność 
przeciwdrobnoustrojową przeciwko bakteriom, w tym szczepom z ga-
tunku E. coli, a także aktywnością przeciwgrzybową; wpływa na reduk-
cję bakterii redukujących siarczany, przez co korzystne oddziałuje na 
stan zdrowia osób z halitozą.

•	 Lactobacillus rhamnosus ATB-LRS905 (LMG 25626) - szczep produku-
jący beta-galaktozydazy, enzymy wspierające trawienie laktozy u osób 
z nietolerancją na ten cukier; stymuluje prawidłową odpowiedź immu-
nologiczną, a dzięki zdolności do wytwarzania nadtlenku wodoru wyka-
zuje działanie bakteriobójcze.
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•	 Lactobacillus casei 101/37 (LMG P- 17504) – charakteryzuje się wła-
ściwościami immunomodulacyjnymi i przyczynia się do łagodzenia ob-
jawów IBS.

•	 Lactobacillus acidophilus LA 1 (LMG P- 21904) - przyczynia się do 
utrzymania prawidłowego stanu przewodu pokarmowego u pacjentów 
z wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego.

•	 Lactobacillus acidophilus LA02 (DSM 21717) - wykazuje działanie 
związane z tworzeniem i utrzymaniem biofilmu pochwy, utrudniając 
tym samym przetrwanie drożdżakom i innym grzybom, redukuje sta-
ny zapalne dróg rodnych; łagodzi objawy zespołu jelita nadwrażliwego 
oraz reguluje procesy wchłaniania ze światła jelit.

•	 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus LB 2 (LMG P-21905) – wyko-
rzystywany w utrzymaniu remisji u pacjentów z wrzodziejącym zapale-
niem jelita grubego, przyczynia się do łagodzenia objawów IBS.

•	 Lactobacillus plantarum LP 02 (LMG P- 21020) – charakteryzuje się 
aktywnością przeciwdrobnoustrojową przeciwko szczepom z gatunku 
E. coli; przyczynia się do zmniejszenia częstości występowania chorób 
układu oddechowego. 

•	 Lactobacillus plantarum LP 01 (LMG P-21021) – charakteryzuje się 
właściwościami związanymi z łagodzeniem objawów zespołu jelita 
nadwrażliwego, a także pozwala na zwiększenie częstości wypróżnień 
u dzieci z czynnościowymi zaparciami; charakteryzuje się silnymi wła-
ściwościami antymikrobiologicznymi przeciwko szczepom bakterii z ga-
tunku E. coli.

•	 Lactobacillus plantarum LP 09 (DSM 25710) - wykazuje korzystne 
działanie w leczeniu hipercholesterolemii oraz wykazuje działanie inhi-
bujące wobec bakterii z gatunku L. monocytogenes.

•	 Lactobacillus fermentum LF 2 (LMG 27299) – charakteryzuje się zdol-
nością do wytwarzania wysokich stężeń egzopolisacharydu (EPS), co 
w konsekwencji przyczynia się do obniżania poziomu cholesterolu 
we krwi; ponadto wykazuje właściwości przeciwnowotworowe, prze-
ciwwrzodowe oraz immunomodulacyjne.

•	 Lactobacillus pentosus LPS 01 (LMG P-21019) - charakteryzuje się ak-
tywnością przeciwdrobnoustrojową przeciwko szczepom bakterii z ga-
tunku E. coli i przeciwko grzybom. 

•	 Lactobacillus reuteri LRE 02 (DSM 23878) - wykazuje aktywność anty-
oksydacyjną. 
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•	 Lactobacillus paracasei LPC 00 (LMG P- 21380) - sprzyja przywracaniu 
równowagi mikrobioty jelitowej (eliminacja stanu dysbiozy) oraz cha-
rakteryzuje się produkcją ryboflawiny.

Rodzaj Bifidobacterium

Rodzaj Bifidobacterium różni się znacząco pod względem filogenetycznym 
od pozostałych bakterii fermentacji mlekowej (Jurkowski i Błaszczyk, 2012). 
Bakterie te należą do klasy Actinobacteria, rzędu Bifidobacteriales i rodziny 
Bifidobacteriaceae (Moneta i Piątkiewicz, 2010). Są to termofilne pałeczki 
(Samet i Bronk, 2008; Libudzisz, 2013), zaliczane do bezwzględnych beztlenow-
ców (Jurkowski i Błaszczyk, 2012). Bifidobacterium prowadzą heterofermentację 
mlekową w wyniku czego produkowany jest głównie kwas octowy i kwas mleko-
wy (Zielińska i in., 2012). Bakterie z rodzaju Bifidobacterium naturalnie zasiedla-
ją jelita ludzi i zwierząt, skąd są izolowane (Libudzisz, 2013). Charakteryzuje je 
udowodnione, korzystne oddziaływanie na organizm człowieka i są zaliczane do 
probiotyków (Steinka, 2011). W przemyśle spożywczym znajdują zastosowanie 
głównie w przemyśle mleczarskim (Libudzisz, 2013).

W naszych produktach także występują przedstawiciele rodzaju Bifidobacterium, 
m.in.:

•	 Bifidobacterium breve BL 10 (LMG P- 17500) – pozytywnie oceniany 
w utrzymaniu remisji u pacjentów z wrzodziejącym zapaleniem jelita 
grubego, przyczynia się do łagodzenia objawów IBS.

•	 Bifidobacterium breve BR 03 (DSM 16604) - przyczynia się do zwiększe-
nia liczby wypróżnień; wykazuje właściwości przeciwzapalne i aktyw-
ność przeciwdrobnoustrojową przeciwko szczepom bakterii z gatunku 
E. coli, przyczynia się do przywrócenia równowagi mikrobiomu w zespo-
le jelita drażliwego, łagodzi objawy astmy, celiakii i atopowego zapale-
nia skóry, a także sprzyja procesom regeneracji po treningach.

•	 Bifidobacterium breve Bbr 8 (LMG P-17501) – charakteryzuje się pozy-
tywnym działaniem w utrzymaniu remisji u pacjentów z wrzodziejącym 
zapaleniem jelita grubego; przyczynia się do łagodzenia objawów IBS.

•	 Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bi 1 (LMG P- 17502) – charak-
teryzuje się pozytywnym działaniem w utrzymaniu remisji u pacjentów 
z wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego; przyczynia się do łagodze-
nia objawów IBS.
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•	 Bifidobacterium animalis ssp. lactis BS 01 (LMG P - 21384) – przyczy-
nia się do zwiększenia częstości wypróżnień u dzieci z czynnościowymi 
zaparciami i do zmniejszenia częstości występowania chorób układu od-
dechowego.

•	 Bifidobacterium longum BL 03 (DSM 16603) – przyczynia się do zwięk-
szenia częstości wypróżnień u dzieci z czynnościowymi zaparciami. 

•	 Bifidobacterium longum ATB-BLM802 (LMG 26652) - szczep produku-
jący beta-galaktozydazy, enzymy pomagające w trawieniu laktozy 
u osób z nietolerancją.

•	 Bifidobacterium longum W 11 (LMG P-21586) – przyczynia się do zwięk-
szania częstotliwości oddawania stolca u pacjentów z zaparciami oraz 
zmniejszenia bólu brzucha i łagodzi wzdęcia a także dolegliwości związa-
ne z antybiotykoterapią; wspomaga leczenia encefalopatii wątrobowej.

•	 Bifidobacterium bifidum BB 01 (DSM 22892) – neutralizuje stan dysbiozy 
mikrobiomu jelitowego.

•	 Bifidobacterium breve ATB-BBE804 (LMG 13208) - posiada zdolność bio-
transformacji kwasu linolowego (LA) w sprzężony kwas linolowy (CLA).

Rodzaj Streptococcus

Bakterie z gatunku Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, dawniej 
Streptococcus thermophilus, należą do typu Firmicutes, klasa Bacilli, rząd Lac-
tobacillales, rodzina Streptococaceae, rodzaj Streptococcus. Sa to gram-dodat-
nie, termofilne bakterie o optymalnej temperaturze wzrostu wynoszącej 45°C, 
zaliczne do paciorkowców. Bakterie Streptococcus salivarius ssp. Thermophilus 
znalazły zastosowanie w przemyśle spożywczym, w produkcji jogurtów, serów 
i innych przetworów fermentowanych. Głównym efektem metabolizmu tej grupy 
bakterii jest biosynetza mleczanu z laktozy, dzięki czemu bardzo dobrze funk-
cjonują w środowisku mlecznym. Bakterie Streptococcus salivarius produkują 
czynnik bakteriocynogeniczny i ureazaę, a także wykazują zdolność do syntezy 
polisacharydów (np. kwasu hialuronowego) oraz tolerują środowisko tlenowe. 

W naszych produktach także występują przedstawiciele rodzaju Streptococcus, 
m.in.:

•	 Streptococcus thermophilus 9Y (LMG P-17225) – wykazuje aktywność 
w modulacji odpowiedzi immunologicznej, przyczynia się do utrzymania 
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remisji u pacjentów z wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego i łago-
dzenia objawów IBS.

•	 Streptococcus thermophilus Z 57 (LMG P-21908) - przyczynia się do 
łagodzenia objawów IBS.

•	 Streptococcus thermophilus FP 4 (DSM 18616) - sprzyja regeneracji 
organizmu po treningach i przyczynia się do zmniejszenia napięcia mię-
śni po ćwiczeniach siłowych.

Rodzaj Leuconostoc
 
Rodzaj Leuconostoc to ziarniaki zaliczane podobnie jak Lactobacillus do kla-

sy Bacilli i rzędu Lactobacillales. Różnią się jednak rodziną. Leuconostoc nale-
ży bowiem do rodziny Leuconostocaceae (Moneta i Piątkiewicz, 2010; Jurkowski 
i Błaszczyk, 2012; Trojanowska i in., 2009). Są to gram dodatnie obligatoryjnie 
heterofermentatywne mezofile (Trojanowska i in., 2009; Libudzisz, 2013). Nale-
żą do względnych beztlenowców i są katalazoujemne (Hemme i Foucaud-Sche-
unemann, 2004). Podstawowymi metabolitami wytwarzanymi przez bakterie 
z rodzaju Leuconostoc jest kwas mlekowy (enancjomer D -) oraz alkohol etylo-
wy (Libudzisz, 2013). Bakterie z rodzaju Leuconostoc występują powszechnie na 
powierzchni roślin zielonych (Hemme i Foucaud-Scheunemann, 2004). Zastoso-
wanie znajdują w przemyśle mleczarskim, gdzie wykorzystywane są do produk-
cji mlecznych napojów fermentowanych, śmietany, serów dojrzewających czy 
masła (Holland, 2011). Niektóre szczepy mają zdolność do wytwarzania ditlen-
ku węgla co powoduje powstawanie dziur w serze (Libudzisz, 2013). Bakterie 
z rodzaju Leuconostoc syntetyzują diacetyl, który odpowiada za charaktery-
styczny „maślany” zapach (Holland, 2011). Czasami obecność bakterii rodzaju 
Leuconostoc jest niekorzystna. Mogą stanowić czynnik powodujący śluzowace-
nie wyrobów przemysłu cukrowniczego (Hemme i Foucaud-Scheunemann, 2004).

 
Rodzaj Lactococcus
 
Rodzaj Lactococcus reprezentują gram dodatnie bakterie zaliczane, tak jak 

i pozostałe bakterie fermentacji mlekowej, do klasy Bacilli i rzędu Lactobacil-
lales. W tym przypadku bakterie przynależą do rodziny Streptococcaceae (Mo-
neta i Piątkiewicz, 2010; Trojanowska i in., 2009). Prowadzą homofermentację 
mlekową i klasyfikowane są jako mezofile (Jurkowski i Błaszczyk, 2012; Petrov 
i in., 2008). Głównym metabolitem produkowanym przez ten rodzaj bakterii jest 



17

kwas L (+) mlekowy (Petrov i in., 2008). Lactococcus lactis to gatunek z rodza-
ju Lactococcus, który ma istotne znaczenie w przetwórstwie żywności (Petrov 
i in., 2008). W największym stopniu wykorzystywany jest przez przemysł mle-
czarski, jednak uczestniczy także w produkcji fermentowanych surowców roślin-
nych (Odamki i in., 2011; Libudzisz, 2013). Ponadto gatunek Lactococcus lactis 
jest producentem nizyny, stosowanej w przemyśle spożywczym jako konser-
want żywności (Jurkowski i Błaszczyk, 2012; Dz. U. nr 232 poz. 1525). Dodatkowo 
stwierdzono jego pozytywne oddziaływanie na przeżywalność bakterii z rodzaju 
Bifidobacterium (Yonezawa i in., 2010). 

2.4 Wykorzystanie bakterii fermentacji mlekowej w prze-
myśle spożywczym 

Bakterie fermentacji mlekowej znajdują zastosowanie w przetwórstwie 
żywności od setek tysięcy lat. Pierwotnie, ludzie nie zdawali sobie sprawy, że 
to właśnie drobnoustroje są odpowiedzialne za powstawanie różnego rodzaju 
produktów (Czarnecki i Czarnecka, 2006). Obecnie mikroorganizmy są szeroko 
wykorzystywane we wszystkich gałęziach przemysłu spożywczego. Dzięki nim 
uzyskujemy obszerny asortyment artykułów spożywczych o specyficznych ce-
chach smakowo-zapachowych oraz pozytywnym wpływie na funkcjonowanie 
organizmu człowieka (Babuchowski i Wzorek, 2003). Bakterie fermentacji mle-
kowej występują w mlecznych napojach fermentowanych, a także w wędlinach 
(Chabłowska i in. 2009). Najczęściej kultury bakterii fermentacji mlekowej doda-
wane są do surowca poddawanego obórce w postaci starterów, zawierających 
dokładnie wyselekcjonowane szczepy o określonym działaniu (Jurkowski i Błasz-
czyk, 2012). Czasami prowadzona jest fermentacja spontaniczna przy udziale 
mikroorganizmów naturalnie bytujących w surowcu, jednak w tym przypadku 
nie ma pełnego nadzoru nad przebiegiem procesu, co z kolei może uniemożliwić 
uzyskanie serii wyrobów o identycznych właściwościach (Zaręba i Ziarno, 2011). 
Aczkolwiek nierzadko autochtoniczny zespół drobnoustrojów surowca wprowa-
dzany jest do kultur starterowych (Chabłowska i in. 2009). Bakterie fermentacji 
mlekowej wytwarzają wiele metabolitów, które wykazują działanie konserwują-
ce w stosunku do żywności. Przykładem może być produkowany przez nie kwas 
mlekowy, który znacznie obniża pH środowiska, co z kolei zapobiega rozwojowi 
niepożądanych drobnoustrojów. Istotne znaczenie ma także nadtlenek wodo-
ru czy bakteriocyny, a w szczególności nizyna. Ponadto bakterie fermentacji 
mlekowej zapobiegają degradacji witamin i zwiększają wchłanianie składników 
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odżywczych (Zaręba i Ziarno, 2011). Szczególne znaczenie mają bakterie fer-
mentacji mlekowej o charakterze probiotyków, pozwalające na uzyskanie pro-
duktów spożywczych o działaniu prozdrowotnym (Libudzisz, 2013).

2.4.1 Przemysł mleczarski

Przemysł mleczarski w największym stopniu wykorzystuje potencjał bak-
terii fermentacji mlekowej. Także wśród konsumentów, wyroby tego typu cieszą 
się dużą popularnością tym bardziej, że cechuje je duża różnorodność (Nowak 
i in., 2007). Występują zarówno w postaci stałej jak i płynnej. Do najbardziej 
popularnych artykułów przemysłu mleczarskiego, które możemy spotkać w po-
staci stałej należą różnego rodzaju sery żółte oraz ser biały. Natomiast wśród 
płynnych należy wskazać kefir, maślankę, kumys, jogurt, ukwaszone mleko 
(Babuchowski i Wzorek, 2003) oraz napoje takie jak biojogurt, mleko acidofil-
ne czy mleko bifidusowe (Grzegorczyk, 2010). Mleczne napoje fermentowane 
dzielą się na cztery generacje. Do pierwszej z nich zaliczamy między innymi 
zsiadłe mleko uzyskiwane w wyniku spontanicznej fermentacji mikroorganizmów 
autochtonicznych mleka, czyli bakterii należących głównie do rodzaju Lacto-
bacillus (Libudzisz, 2013). Drugi typ to produkty typu kefir, jogurt czy kumys. 
Produkowane są z wykorzystaniem odpowiednich kultur starterowych (Moj-
ka, 2013). Zarówno kefir jak i kumys produkuje się z wykorzystaniem procesu 
fermentacji mleczno-alkoholowej. Różnią się one przede wszystkim surowcem 
z którego są wytwarzane. Kumys tradycyjnie uzyskuje się z mleka kobylego 
bądź wielbłądziego, natomiast kefir z mleka krowiego (Kołożyn-Krajewska i Siko-
ra, 2004; Mojka, 2013). Bakteriami stosowanymi w produkcji kefiru są najczęściej 
bakterie z rodzaju Lactobacillus oraz Leuconostoc, zaś do otrzymywania kumysu 
najpopularniejszy jest gatunek Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus (Stan-
kiewicz, 2009). Tymczasem, aby uzyskać popularny jogurt dodawane do mleka 
są gatunki Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus (Babuchowski 
i Wzorek, 2003). Napoje III generacji oprócz wspomnianych wcześniej gatunków 
zawierają bakterie probiotyczne jak Lactobacillus casei (Mojka, 2013). Na rynku 
konsument może łatwo rozpoznać napoje należące do III generacji, ponieważ 
w nazwie posiadają przedrostek „bio” (Kołożyn-Krajewska i Sikora, 2004). Czwar-
ta generacja mlecznych napojów fermentowanych to ta, do której zalicza się 
mleko acidofilne i mleko bifiusowe. Produkowane są wyłącznie z zastosowaniem 
bakterii fermentacji mlekowej o potencjale probiotycznym (Jałosińska, 2007). 
Mleko acidofilne uzyskujemy dzięki procesowi prowadzonemu przez Lactoba-
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cillus acidophilus (Stankiewicz, 2007), natomiast mleko bifidusowe przy udziale 
bakterii z rodzaju Bifidobacterium (Grzegorczyk, 2010). Fermentowane wyroby 
przemysłu mleczarskiego o konsystencji stałej, uzyskuje się przez dodatek sta-
rannie dobranych kultur starterowych. Swoje zastosowanie mają one głównie 
przy produkcji serów żółtych dojrzewających i serów białych. W serach twardych 
występują paciorkowce z rodzaju Lactococcus (Libudzisz, 2013). W zależności od 
rodzaju sera stosuje się dodatkowo inne bakterie fermentacji mlekowej, na przy-
kład pałeczki z rodzaju Lactobacillus, a także pleśnie i drożdże (Babuchowski 
i Wzorek, 2003). W produkcji sera białego wykorzystuje się głównie paciorkowce 
Lactococcus lactis, które są odpowiedzialne za proces koagulacji mleka (Babu-
chowski i Wzorek, 2003).

2.4.2 fermentowane surowce roślinne

Zarówno owoce jak i warzywa stanowią niezbędny element diety każde-
go człowieka. Dostarczają wielu składników odżywczych, koniecznych do pra-
widłowego funkcjonowania organizmu (Babuchowski i Wzorek, 2003). Zaleca 
się ich spożywanie w ilości pięciu porcji dziennie, stanowiących łącznie około 
400 gram. Mowa tu o surowych warzywach, które krótko zachowują świeżość 
i bardzo szybko ulegają zepsuciu (Lada, 2008). Dlatego szuka się sposobów na 
przedłużenie ich trwałości. Jedną z takich metod jest fermentacja mlekowa su-
rowców roślinnych (Babuchowski i Wzorek, 2003). Taka forma ich utrwalania jest 
akceptowana przez konsumentów, ze względu na potwierdzone bezpieczeństwo 
spożycia i wyjątkowe cechy sensoryczne a także aspekt związany z tradycją 
(Trząskowska, 2013). Oprócz działania konserwującego, fermentacja prowadzo-
na przez bakterie mlekowe pozwala na uzyskanie nowych grup produktów nie 
tylko o atrakcyjnych cechach sensorycznych, ale także o wysokiej zawartości 
witamin, przeciwutleniaczy i innych ważnych związków, które w przypadku in-
nego typu utrwalania, np. obróbki termicznej mogą ulegać degradacji (Zaręba 
i Ziarno, 2011). Najczęściej na drodze fermentacji mlekowej surowców roślinnych 
uzyskuje się produkty kiszone. Największą popularnością w naszym kraju cieszą 
się kiszone ogórki i kapusta, nierzadko można też spotkać kiszone buraki (Ba-
buchowski i Wzorek, 2003). W Polsce i wielu innych krajach, fermentacji poddaje 
się także soki owocowe i warzywne. Produkty te zyskują cały czas na popu-
larności, ze względu na problem związany z nietolerancją laktozy spotykaną 
u części populacji oraz rosnącą liczbę osób stosujących dietę wegańską (Zaręba 
i Ziarno, 2011). Coraz częściej utrwalanie przez zakwaszanie jest wykorzysty-
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wane przy produkcji paszy dla zwierząt w gospodarstwach ekologicznych. W ten 
sposób pasza jest zabezpieczana przed rozwojem niepożądanych grup drobno-
ustrojow, a jej spożycie wpływa korzystnie na stan odżywienia zwierząt (Zielińska 
i in., 2013). Przy produkcji kiszonek wykorzystuje się na ogół drobnoustroje natu-
ralnie zasiedlające surowce (Libudzisz, 2013). Zwykle w tych procesach uczestni-
czą takie gatunki jak Lactobacillus brevis czy Lactobacillus plantarum (Trojanow-
ska i in., 2009), a także Leuconostoc mesenteroides. W kapuście nierzadko obecne 
są gatunki Lactococcus lactis oraz Lactobacillus pentoaceticus (Babuchowski 
i Wzorek, 2003). Natomiast w przypadku soków przygotowuje się odpowiednią kul-
turę starterową. Jej skład zależy od rodzaju przetwarzanych owoców i warzyw, 
jednak najczęściej są to szczepy zaliczane do probiotyków (Zaręba i Ziarno, 2011). 
Jak już wcześniej wspomniano, bakterie fermentacji mlekowej wpływają pozytyw-
nie na jakość uzyskanych produktów końcowych. Główne działanie konserwują-
ce wykazuje kwas mlekowy będący produktem metabolizmu bakterii fermentacji 
mlekowej (Chabłowska i in. 2009). Jego działanie związane jest bezpośrednio ze 
zwiększeniem kwasowości środowiska (Lada, 2008). Powstaje on w wyniku prze-
mian węglowodanów. Ponadto nadaje kiszonkom rześki smak, zatrzymuje rozwój 
drobnoustrojów patogennych w jelitach przy jednoczesnej stymulacji wzrostu 
drobnoustrojów pożądnych (Chabłowska i in. 2009). Oprócz tego fermentowane 
surowce roślinne mogą zawierać zwiększoną ilość witamin w porównaniu z surow-
cami, z których zostały otrzymane (Szydłowska i Kołożyn–Krajewska, 2010). Uzy-
skują również charakterystyczny zapach i co ważne, są to produkty o obniżonej 
kaloryczności (Szydłowska i Kołożyn–Krajewska, 2010).

 
2.4.3 fermentacja pieczywa

Najczęściej pieczywo produkuje się z mąki pszennej oraz żytniej. W Polsce 
największym uznaniem cieszy się chleb z mąki mieszanej, tj. pszenno-żytniej (Cha-
błowska i in. 2009). W przypadku produkcji pieczywa pszennego główną rolę od-
grywają drożdże i prowadzona przez nie fermentacja alkoholowa. Natomiast bak-
terie kwasu mlekowego przyczyniają się do powstawania pieczywa żytniego oraz 
wyrobów otrzymywanych z wykorzystaniem mąk niechlebowych, jak np. owies czy 
jęczmień. Różnice te wynikają ze swoistych cech obu mąk (Babuchowski i Wzo-
rek, 2003; Reps, 2003). Bakterie fermentacji mlekowej, a dokładniej produkowane 
przez nie metabolity, decydują o specyficznych cechach smakowo-zapachowych, 
a także wpływają na poprawę wartości odżywczej i lepszą przyswajalność składni-
ków mineralnych (Piasecka-Jóźwiak i in., 2006). Do produkcji pieczywa żytniego czy 
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mieszanego stosuje się specjalnie wyselekcjonowane kultury starterowe (Kawka 
i in., 2007). Rzadko wykorzystuje się jedynie mikroorganizmy autochtoniczne mąk 
(Piasecka-Jóźwiak i in., 2006). W skład kultur starterowych stosowanych w pro-
dukcji pieczywa żytniego oraz mieszanego przeważnie wchodzą pałeczki z rodzaju 
Lactobacillus oraz drożdże, przy czym ich stosunek liczbowy wynosi 100:1 (Reps, 
2003). Tylko ich synergistyczne działanie pozwala na otrzymanie pieczywa wy-
sokiej jakości. Szczególne znaczenie mają gatunki Lactobacillus sanfranciscensis 
i Lactobacillus plantarum. Pierwszy z nich hydrolizuje maltozę, drugi wpływa na 
sprężystość i wytrzymałość miąższu (Libudzisz, 2013). Oprócz tego w skład kultur 
starterowych wchodzą głównie bakterie z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus czy 
Leuconostoc (Piasecka-Jóźwiak i in., 2006). Bakterie mlekowe mają za zadanie ukwa-
szenie ciasta, co oprócz nadania charakterystycznego smaku, gwarantuje także 
pożądaną strukturę otrzymanego wyrobu (Libudzisz, 2013). Na popularności cały 
czas zyskuje pieczywo zawierające w swoim składzie zboża niechlebowe. Zarówno 
owies, jak i jęczmień mają bardzo korzystne oddziaływanie na zdrowie człowieka, 
zwłaszcza przy istniejących już nieprawidłowościach (Rozmierska i in., 2013; Kawka 
i in., 2007).

2.5 główne metabolity bakterii fermentacji mlekowej

Kwas mlekowy

Kwas mlekowy jest metabolitem wytwarzanym przez bakterie fermenta-
cji mlekowej (Strus, 1998). Jego charakterystyczne działanie polega na zakwa-
szaniu środowiska. Obniżone pH wpływa hamująco na rozwój niepożądanych 
drobnoustrojów w produktach spożywczych (Śliżewska i in., 2006). Jego silne 
działanie konserwujące jest skutecznie wykorzystywane w przetwórstwie mię-
snym i owocowo-warzywnym (Walczycka, 2005; Trojanowska i in., 2009). Sta-
nowi substancję dodatkową, prawnie dozwoloną do stosowania w żywności i 
określaną symbolem E 270 (Dz. U. nr 232 poz. 1525). Najbardziej pożądany w pro-
dukcji przemysłowej jest enancjomer kwasu mlekowego L(+) (Libudzisz, 2013). 
Wytwarzany jest on głównie przez homofermentatywne bakterie fermentacji 
mlekowej należące do rodzaju Lactobacillus (Babuchowski i Wzorek, 2003), a w 
szczególności gatunki Lactobacillus casei i Lactobacillus delbruckii (Trojanowska 
i in., 2009). Jako surowce do produkcji kwasu mlekowego stosuje się na ogół 
glukozę, sacharozę oraz odpady z przemysłu cukrowniczego i serowarskiego 
(Libudzisz, 2013).
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Dekstrany

Dekstrany zaliczane do α-D-glukanów są produkowane przez bakterie fermen-
tacji mlekowej, należące do egzopolisacharydów bakteryjnych (Górska i in., 2007). 
Produkowane są przez bakterie fermentacji mlekowej należące do rodzajów Strep-
tococcus oraz Leuconostoc, głównie gatunku Leuconostoc mesenteroides (Quader 
i in., 2005). Niestety dekstran wytwarzany przez bakterie fermentacji mlekowej 
z rodzaju Leuconostoc wpływa negatywnie na właściwości soków dyfuzyjnych, stąd 
też unika się obecności tych bakterii w przemyśle cukrowniczym (Libudzisz, 2013).

Bakteriocyny

Bakteriocyny to kolejne produkty metabolizmu gram dodatnich bakte-
rii fermentacji mlekowej (Steinka, 2009), które zostały podzielone na cztery kla-
sy. Najpopularniejszą z nich jest należąca do pierwszej klasy, czyli do lantybio-
tyków – nizyna (Jurkowski i Błaszczyk, 2012). Substancja ta jako jedyna spośród 
wszystkich bakteriocyn posiada status GRAS, potwierdzający jej bezpieczeń-
stwo użycia. W Rozporządzeniu Ministra Zdrowia z dnia 22 listopada 2010 roku 
w sprawie dozwolonych substancji dodatkowych z późniejszymi zmianami z dnia 
22 kwietnia 2011 roku, nizyna została określona jako konserwant o symbolu 
E 234. Zamieszczono w nim również informację o jej maksymalnej dozwolonej dawce 
w poszczególnych produktach żywnościowych (Dz. U. nr 232 poz. 1525; Dz. U. 
nr 91 poz. 525). Ogólnie związki te nie stanowią zagrożenia dla zdrowia człowie-
ka, ponieważ są hydrolizowane przez enzymy przewodu pokarmowego do łatwo 
przyswajalnych i nieszkodliwych aminokwasów (Gwiazdowska i Trojanowska, 2005). 
Bakteriocyny posiadają silne właściwości przeciwdrobnoustrojowe, dzięki czemu 
znajdują zastosowanie w wielu gałęziach przemysłu spożywczego, na przykład 
w przemyśle fermentacyjnym oraz mleczarskim (Jurkowski i Błaszczyk, 2012). Mają 
również właściwości zapobiegające rozwojowi grzybów strzępkowych (Gwiazdow-
ska i Trojanowska, 2005; Steinka, 2009). Warto zaznaczyć, że w przetwórstwie mię-
snym oprócz nizyny wykorzystywane są także bakteriocyny takie jak reuteryna, 
laktocyna czy sakacyna. Podstawowy kierunek ich wykorzystania to hamowanie 
rozwoju Listeria monocytogenes (Walczycka, 2005). Głównymi producentami bak-
teriocyn na skalę przemysłową są bakterie z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus, 
a także Leuconostoc. Tylko bakteriocyny wytworzone przez bakterie fermenta-
cji mlekowej traktowane są przez przemysł spożywczy jako nieszkodliwe (Stein-
ka, 2009). Za produkcję nizyny odpowiedzialne są paciorkowce Lactococcus lactis 
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(Gwiazdowska i Trojanowska, 2005). Nizyna wykazuje działanie hamujące na różne-
go rodzaju bakterie zarówno należące do bakterii fermentacji mlekowej, jak i typo-
we patogeny żywności, w tym bakterie z rodzaju Salmonella, Listeria czy Clostri-
dium. W przypadku tych ostatnich dodatkowo uniemożliwia wytwarzanie przez nie 
przetrwalników (Słońska i Klimuszko, 2010).

 
2.6 Preparaty probiotyczne

Probiotyki według obecnie obowiązującej definicji ustalonej przez FAO/WHO to 
żywe drobnoustroje, które wywierają pozytywne oddziaływanie na organizm konsu-
menta (Nowak i in., 2010). Do probiotyków zaliczamy bakterie fermentacji mlekowej 
naturalnie bytujące w przewodzie pokarmowym człowieka, z którego są izolowa-
ne (Libudzisz, 2004). Najważniejsze działanie prozdrowotne probiotyków opiera się 
o zasiedlanie przewodu pokarmowego, zwiększanie odporności organizmu, minimali-
zację negatywnych skutków przyjmowania antybiotyków, jak na przykład występo-
wanie biegunek, zapobieganie hipercholesterolemii czy produkcji enzymu rozkłada-
jącego laktozę, co jest szczególnie korzystne dla osób cierpiących na nietolerancję 
tego dwucukru. Ponadto przypisuje im się także działanie przeciwnowotworowe 
(Steinka, 2011; Heczko i in., 2005; Jach i in., 2013). Preparaty te oddziałują także 
na organizmy zwierząt, dlatego nierzadko znajdują zastosowanie w ich skarmianiu 
(Reps, 2003). Aby szczep mógł zostać uznany za probiotyczny, konieczne jest na-
ukowe udowodnienie jego prozdrowotnych właściwości (Libudzisz, 2013). Aktualnie 
są one potwierdzone dla niewielu gatunków bakterii, głównie zaliczanych do rodza-
jów Lactobacillus i Bifidobacterium. Najbardziej rozpowszechnione w przemyśle spo-
żywczym są szczepy Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium lactis Bb-12, Lacto-
bacillus johnsonii LA1, Lactobacillus acidophilus CRL639, Lactobacillus casei Shirota, 
a także Streptococcus thermophilus i inne (Jach i in., 2013; Heczko i in., 2005). 
Najczęściej dodawane są do mlecznych napojów fermentowanych (Libudzisz, 
2013), ale zasięg ich użycia cały czas się powiększa. Nierzadko występują w pro-
duktach pochodzenia roślinnego, na przykład różnego rodzaju sokach (Zaręba 
i Ziarno, 2011). Także przemysł mięsny prowadzi badania nad ich wykorzystaniem 
w produkcji wędlin (Staruch i Walczycka, 2011). Do pożywienia są dodawane w po-
staci liofilizatów (Jack i in., 2013). Dla prawidłowego działania bakterii fermentacji 
mlekowej o charakterze probiotyków ważna jest ich liczbebność oraz sposób obróbki 
technologicznej. Przyjmuje się, że minimalna liczba żywych bakterii probiotycznych 
w gotowym produkcie to 106 jtk/g lub ml produktu (Trafalska i Grzybowska, 2004).
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Ruiz–Moyano S., Martín A., Benito M. J., Pérez–Nevado F., Córdoba M. G., 2008. Screening of lactic 
acid bacteria and bifidobacteria for potential probiotic use in Iberian dry fermented sausages. Meat 
Science, nr 80, s. 715-721. 

Samet A., Bronk M., 2008. Bifidobacterium – drobnoustroje probiotyczne. URL: http://www.aler-
gologia.org/spis-publikacji/44-iv-zimowe-warsztaty-sekcji- dermatologicznej-pta-/719-Bifidobacte-
rium-drobnoustroje-probiotyczne 

Shibata K., Flores D. M., Kobayashi G., Sonomoto K., 2007. Direct l-lactic acid fermentation with 
sago starch by a novel amylolytic lactic acid bacterium, Enterococcus faecium. Enzyme and Microbial 
Technology, nr 41, s. 149–155. 
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3. WynIkI BadaŃ jakoŚCI I BIofunkCjonalnoŚCI 
PRodukTóW PRoBIoTyCznyCh 

3.1 ocena jakości produktów 
probiotycznych

Jednym z kluczowych czynników, 
który decyduje o komercyjnym sukcesie 
produktu jest jego jakość. W przypadku 
płynnych produktów probiotycznych 
o jakości decyduje liczebność drobno-
ustrojów w całym okresie przydatności 
do spożycia, ich witalność, a także za-
chowane cechy sensoryczne produktu.

3.1.1 liczebność drobnoustrojów w naszych produktach

Odpowiednia liczebność drobnoustrojów probiotycznych w produkcie wa-
runkuje jego biofunkcjonalność, a także decyduje o jego pozycji rynkowej. 
W przedsiębiorstwie Living Food sp. z o.o. prężnie działa laboratorium mikrobio-
logiczne. Warto zaznaczyć, że od roku 2018 zostało ono znacznie rozbudowane. 
Nowoczesne wyposażenie i fachowa kadra codziennie czuwa nie tylko nad ja-
kością produktów, ale także nad stanem higienicznym całego zakładu. Anali-
zy mikrobiologiczne naszych produktów są wykonywane zarówno w kierunku 
drobnoustrojów pożądanych jak bakterie z rodzaju Lactobacillus, bakterie z ro-
dzaju Bifidobacterium, ale także w kierunku drobnoustrojów niepożądanych jak 
drożdże, pleśnie, bakterie z rodzaju Salmonella sp., bakterie z rodzaju Listeria 
sp. czy pałeczki z grupy coli. Produkty są analizowane już na etapie produkcji 
(namnażanie i stabilizacja produktu), a także po zakończonym bioprocesie oraz 
wybiórczo, na etapie magazynowania.

metodyka

Liczebność drobnoustrojów oznaczamy metodą zalewową Kocha. Dzie-
sięć gramów próby jest zawieszanych w 90 ml 0,9% roztworu soli fizjologicznej 
i energicznie wytrząsanych. Z powstałej zawiesiny komórek wykonanywane są 
rozcieńczenia dziesiętne od 10-1 do 10-8. Z wybranych rozcieńczeń pobierany jest 
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1 ml roztworu i nanoszony na jałowe płytki Petriego. Następnie płytki są za-
lewane upłynnionymi i odpowiednio schłodzonymi pożywkami: MRS agar, BSM 
agar, PD agar, agar wzbogacony z glukozą. Do oznaczania drobnoustrojów pa-
togennych wykorzystywane są uznawane metody normatywne. Po zestaleniu 
podłoża, próby są inkubowane przez 48-72 h w temperaturze odpowiedniej dla 
danej grupy drobnoustrojów. Hodowle bakterii fermentacji mlekowej i drożdży 
prowadzone są w warunkach tlenowych, natomiast bakterii z rodzaju Bifidobac-
terium w warunkach beztlenowych z wykorzystaniem anaerostatów. 

Wyniki

Wnioski

•	 Skład jakościowo-ilościowy naszych produktów spełnia wymagania sta-
wiane produktom probiotycznym.

3.1.2 ocena makroskopowa kolonii bakterii probiotycznych

Fenotyp kolonii bakterii świadczy o ich stanie fizjologicznym, w tym wi-
talności. Ponadto każda grupa drobnoustrojów charakteryzuje się określonym 
typem wzrostu zarówno w podłożach płynnych, jak i w podłożach stałych. Wie-
loletnie doświadczenie i wnikliwa obserwacja fenotypu kolonii bakterii nierzadko 
pozwala nam scharakteryzować stan fizjologiczny drobnoustrojów, które ją two-
rzą. Kolonie dobrze widoczne, o intensywnej barwie i typowym zapachu świad-
czą o dobrej kondycji drobnoustrojów. Kolonie niewielkich rozmiarów, drobne, 
słabo widoczne mogą świadczyć o tym, że drobnoustroje, które wchodzą w jej 
skład zostały narażone na stres środowiskowy albo na etapie hodowli, albo 
w trakcie wykonywania oznaczenia. Stan fizjologiczny komórek drobnoustrojów 
probiotycznych nie jest bez znaczenia. Nawet gdy ich liczebność w produkcie 
jest wystarczająca, to słaba witalność może w konsekwencji uniemożliwić speł-
nienie pożądanej funkcji w organizmie. Różnice w fenotypie kolonii bakterii po-

BAKTERIE Z RODZAJU
LACTOBACILLUS

min. 2.0x107 jtk/g

BAKTERIE Z RODZAJU
BIFIDOBACTERIUM

min. 2.0x107 jtk/g
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zyskanych z płynnych produktów probiotycznych i liofilizatów dobrze obrazuje 
ostatnia fotografia w tym podrozdziale. 

W przyzakładowym laboratorium mikrobiologicznym prowadzimy wnikli-
we obserwacje kolonii bakterii oraz samych komórek podczas obserwacji mikro-
skopowych, co pozwala nam dokonać oceny kondycji drobnoustrojów zarówno 
w trakcie procesu produkcyjnego, jak i w czasie przechowywania gotowych produktów.

metodyka

Do makroskopowej oceny mikroorganizmów wykorzystujemy metodę po-
siewu redukcyjnego na agarze MRS lub podłożu BSM agar. Szczególną uwagę 
zwracamy na pojedyncze kolonie w trzeciej i czwartej strefie posiewu. W opisie 
kolonii brane są pod uwagę takie wskaźniki jak wielkość, średnica, kształt, brzeg, 
powierzchnia, przejrzystość, barwa, otoczenie kolonii i charakter wzrostu. 

Z wybranych pojedynczych kolonii wykonywane są preparaty mikrosko-
powe, które następnie są barwione metodą Grama. Obserwacje są prowadzone 
w jasnym polu, w mikroskopie firmy Zeiss, w powiększeniu 1000 razy. 

Wyniki

Gatunek/szczep Morfologia w 200 ml Katalaza Charakterystyka kolonii
na podłożu stałym

Lactobacillus rhamnosus GG Laseczki gram dodatnie łańcuszki - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Lactobacillus rhamnosus LR04 Laseczki gram dodatnie łańcuszki - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Lactobacillus rhamnosus LR05 Laseczki gram dodatnie łańcuszki - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Lactobacillus acidophilus LA1 Laseczki gram dodatnie łańcuszki - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus LB2 Laseczki gram dodatnie łańcuszki - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Lactobacillus plantarum LP02 Laseczki gram dodatnie łańcuszki - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Lactobacillus plantarum LPO1 Laseczki gram dodatnie łańcuszki - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Lactobacillus fermentum LF 2 Laseczki gram dodatnie łańcuszki - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Bifidobacterium breve BL10 Pałeczki gram dodatnie łańcuszki, palisady - Drobne okrągłe kolonie, 
brunatno-czerwone

Bifidobacterium breve Bbr8 Pałeczki gram dodatnie łańcuszki, palisady -
Drobne okrągłe kolonie, 

brunatno-czerwone z białą 
otoczką

Bifidobacterium longum BL03 Pałeczki gram dodatnie łańcuszki, palisady -

Drobne okrągłe kolonie, 
brunatno-czerwone z białą 

otoczką

Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bi 1 MDX Pałeczki gram dodatnie łańcuszki, palisady -
Drobne okrągłe kolonie, 

brunatno-czerwone z białą 
otoczką

Streptococcus thermophilus Z57 Ziarniaki gram dodatnie paciorki - Drobne, okrągłe, białe
Streptococcus thermophilus 9Y Ziarniaki gram dodatnie paciorki - Drobne, okrągłe, białe

Lactobacillus casei 101/37 Laseczki gram dodatnie łańcuszki Y - Mleczno - białe, łezkowate, 
wrośnięte w podłoże

Tab. Ocena mikroskopowa bakterii na podstawie barwienia metodą Grama
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A i B – kolonie pochodzące z produktów liofilizowanych, C – kolonie pocho-
dzące z produktów płynnych 

Wnioski

•	 Drobnoustroje wchodzące w skład produktów charakteryzują się cecha-
mi typowymi dla grupy do której przynależą. 

3.1.3 Profil metabolitów drobnoustrojów probiotycznych 
obecnych w naszych produktach

Każda grupa drobnoustrojów charakteryzuje się określonym profilem me-
tabolitów, który wynika z ich metabolizmu. Drobnoustroje pobierają składniki 
odżywcze z podłoża w celu zachowania procesów życiowych, w tym rozmna-
żania. Metabolizując składniki pożywki syntetyzują metabolity takie jak kwasy 
organiczne, alkohole czy glicerol. Metabolity wydzielane na zewnątrz komórki 
są wykorzystywane przez drobnoustroje zdolne do ich produkcji, jako element 
systemu chroniącego komórkę lub zapewniającego homeostazę. Obecność me-
tabolitów drobnoustrojów probiotycznych w gotowych produktach ma istotne 

Fot. Wzrost kolonii bakterii na podłożu stałym
a) Lactobacillus b) Bifidobacterium

Fot. Obraz prezentujący różnice pomiędzy fenotypem kolonii drobnoustrojów probiotycznych

Fot. Obraz mikroskopowy bakterii Lactobacillus 
rhamnosus GG (ATCC 53103) 

(powiększenie mikroskopu 1000 x)

a B
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znaczenia w aspekcie ich biofunkcjonalności, a także gwarantuje ich stabilność 
i trwałość. Głównymi metabolitami drobnoustrojów probiotycznych jest kwas 
mlekowy, octowy i propionowy, stanowiące produkty homo- i heterofermenta-
cji mlekowej. Najsilniejszymi właściwościami hamującymi rozwój drobnoustro-
jów charakteryzuje się kwas octowy. Skutecznie hamuje wzrost bakterii, pleśni 
i drożdży. Działanie kwasów organicznych w znacznym stopniu polega na obniża-
niu pH środowiska do poziomu niekorzystnego dla patogenów, a także na zabu-
rzaniu procesów metabolicznych zachodzących w komórkach drobnoustrojów nie-
pożądanych oraz transportu aktywnego przez błony komórkowe. Innym ważnym 
metabolitem jest diacetyl. Jest to lotny, niepolarny diketon powstający z rozkładu 
pirogronianu. Wytwarzany jest przez niektóre szczepy z rodzaju Lactobacillus, 
Leuconostoc oraz Streptococcus. Wykazuje właściwości bakteriobójcze względem 
niektórych gram-ujemnych bakterii przez inaktywację szlaku metabolicznego 
argininy. W warunkach tlenowych bakterie mlekowe produkują także nadtlenek 
wodoru, którego obecność stanowi efekt działania oksydazy flawoproteinowej 
oraz peroksydazy NADH. Związek posiada silne właściwości antymikrobiologicz-
ne, polegające na denaturacji enzymów komórkowych i peroksydacji lipidów 
błonowych, tym samym prowadząc do zaburzenia czynności błon komórkowych 
oraz zatrzymania wielu szlaków metabolicznych. Kolejnym istotnym metabolitem 
jest ditlenek węgla, który stanowi produkt uboczny heterofermentacji mlekowej, 
a wykazuje działanie bakteriobójcze, szczególnie przeciwko bakteriom gram-ujem-
nym. Bakteriocyny są substancjami o charakterze białkowym lub peptydowym, 
syntetyzowanymi przez większość szczepów bakterii, zarówno gram-dodatnich 
oraz gram-ujemnych. Synteza bakteriocyn ma miejsce w rybosomach, a bakterio-
cynogenne mikroorganizmy są odporne na wytwarzane przez siebie substancje.

metodyka

Skład ilościowy i jakościowy produktów probiotycznych oznaczano techniką wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z wykorzystaniem chromatografu 
Agilent Technologies 1200 series. W skład układu chromatografu wchodził: automa-
tyczny podajnik prób G1329B, podwójna pompa G1312B z detektorem refraktometrycz-
nym G1362A. Rozdziału dokonywano na kolumnie Rezex ROA. Na kolumnę nanoszono 
10 μl próby, fazę ruchomą stanowił 0,005 N H2SO4. Szybkość przepływu wynosiła 
0,6 ml/min w temperaturze 40ºC. Identyfikację oznaczanych związków chemicznych prze-
prowadzono metodą standardu zewnętrznego, mierząc pole powierzchni pod pikami (po-
miar i integracja komputerowa z zastosowaniem ChemStation for LC 3D systems, Agilent).
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Wyniki

W produktach probiotycznych stwierdzono obecność 11 związków wyka-
zujących biofunkcjonalności i antyseptyczne właściwości: kwas walerianowy, 
kwas heptanowy, kwas octowy, kwas benzoesowy, ester etylowy, ester 2-me-
tylobytylowy, ester 2-etyloheksylowy, ester metylowy, aldehyd benzoesowy, 
1,2-propanediol i dodekalnol.

3.1.4 aktywność antymikrobiologiczna drobnoustrojów i ich 
metabolitów obecnych w produktach względem mikroorgani-
zmów wskaźnikowych 

Aktywność antagonistyczna bakterii probiotycznych jest ściśle związana 
z syntezą specyficznych produktów hamujących wzrost niepożądanych drob-
noustrojów (m.in. kwasów organicznych), które działają synergistycznie. Nale-
ży zaznaczyć, że aktywność przeciwdrobnoustrojowa bakterii jest cechą szcze-
pozależną, wynikającą ze specyficznej interakcji między szczepem bakteryjnym 
a szczepem wskaźnikowym. Mechanizm aktywności antagonistycznej bakterii pro-
biotycznych nie jest dokładnie poznany. Przypuszcza się, że polega on na zmianie 
warunków środowiska pod wpływem wytwarzania kwasów organicznych i innych me-
tabolitów niekorzystnych dla wzrostu drobnoustrojów niepożądanych. Do takich czyn-
ników środowiskowych należą: temperatura, pH, skład podłoża, przy których bakterie 
mlekowe wytwarzają produkty o aktywności przeciwgrzybowej i przeciwbakteryjnej. 

Rys. Profil metabolitów wchodzących w skład produktów probiotycznych

kwas mlekowy

kwas izomasłowy

kwas dodekanowy

kwas jabłkowy

kwas masłowy

aldehyd octowy

kwas octowy

kwas heksanowy

octan etylu

kwas propionowy

kwas ioktanowy

n-propanol
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metodyka

W celu oznaczenia antagonizmu produktów zawierających drobnoustro-
je probiotyczne względem mikroorganizmów wskaźnikowych przeprowadzo-
no badania, które obejmowały przygotowanie mikroorganizmów wskaźnikowych 
i badanie aktywności izolatów metodą studzienkową.

W testach wykorzystano mikroorganizmy wskaźnikowe wymienione w ta-
beli poniżej. Szczepy wskaźnikowe przeniesiono do probówek zawierających 
10 ml podłoża bulionowego z dodatkiem 2% glukozy (w celu namnożenia biomasy). 
Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Następnie w celu uzy-
skania wyraźnej warstwy murawkowej, upłynnione podłoże agarowe zaszczepiono 
10% (v/v) 24-godzinną hodowlą kultury wskaźnikowej i wylano na płytki Petriego. 
Na powierzchnię stałej pożywki zaszczepionej mikroorganizmami wskaźnikowymi 
nanoszono punktowo 20 µL badanego produktu. Inkubację prowadzono w 37°C przez 
24 godziny, w warunkach beztlenowych lub względnie beztlenowych. Następnie 
mierzono średnice strefy zahamowania lub ograniczenia wzrostu bakterii wskaźni-
kowych. Zahamowanie wzrostu mikroorganizmu wskaźnikowego, przejawiające się 
całkowitym przejaśnieniem wokół miejsca naniesienia płynu hodowlanego świad-
czyło o aktywności bakteriobójczej badanego szczepu. O właściwościach bakterio-
statycznych orzekano na podstawie zmniejszenia gęstości murawki (ograniczenie 
wzrostu szczepu wskaźnikowego). 

Wyniki
Tab. Aktywność antymikrobiologiczna produktów wobec drobnoustrojów wskaźnikowych

Legenda: * produkt probiotyczny zawierający biomasę bakterii probiotycznych wraz z ich metabolitami
** płyn pofermentacyjny pozbawiony biomasy bakterii probiotycznych

Lp. Mikroorganizmy wskaźnikowe

Produkt
probiotyczny*

Produkt
probiotyczny**

Strefa zahamowania wzrostu (mm)

1 Clostridium difficile ATCC 9689 24 17

2 Clostridium butyricum ATTC 860 30 25

3 Listeria monocytogenes ATCC 7644 43 11

4 Bacillus subtillis ATCC 238557 24 15

5 Enterococcus faecalis ATTC 29212 18 6

6 Staphylococcus aureus ATCC 25923 27 32

7 Staphylococcus pyrogenes ATCC 19615 31 18

9 Escherichia coli ATCC 25922 38 21

10 Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 13 28

11 Proteus mirabilis ATCC 12453 31 17

12 Salmonella typhimurium ATCC 14028 39 18

13 Pseudomonas aereuginosa ATCC 27853 0 0

14 Enterobacter aerogenes ATCC 13048 12 8

17 Candida krusei ATCC 14243 25 12

18 Candida albicans ATTC 10231 39 16

19 Fusarium sp. 21 11

20 Alternaria sp. 17 9
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Wnioski
•	 Produkty probiotyczne wykazują największą aktywność antybakteryj-

ną wobec bakterii z gatunku Listeria monocytogenes, Escherichia coli 
i Salmonella typhimurium. 

•	 Produkty probiotyczne wykazują największą aktywność antygrzybową 
wobec drożdży z gatunku Candida albicans.

•	 Największą aktywność antymikrobioloiczną wykazują produkty probio-
tyczne zawierające biomasę bakterii probiotycznych wraz z ich meta-
bolitami.

3.1.5 Stabilność jakościowa produktów probiotycznych w cza-
sie przechowywania

Jakość oraz unikatowe cechy smakowe i zapachowe są głównymi aspekta-
mi, dzięki którym konsumenci decydują się na nasze produkty. Aby zachować 
przewagę jakościową, nieodzowne jest utrzymanie czystości mikrobiologicznej, 
stosowanie wysokiej jakości ekologicznych surowców, wykorzystanie w proce-
sie produkcyjnym unikatowych zestawów bakterii probiotycznych, a także za-
chowanie odpowiednich cech jakościowych do końca terminu przydatności do 
spożycia. W przypadku produkcji płynnych produktów probiotycznych kluczowe 
jest zachowanie reżimów higieniczo-sanitarnych na wszystkich etapach produk-
cji, a także precyzyjne kontrolowanie warunków procesu produkcyjnego zgodnie 
z unikatową recepturą.

Każdy produkt spożywczy ma określony termin przydatności do spożycia. 
W związku z tym jest ważne, aby prowadząc badania zyskać wiedzę jak zmienia 
się i na ile jest trwały produkt w trakcie przechowywania. W przypadku pro-
duktów zawierających drobnoustroje probiotyczne kluczowym wskaźnikiem jest 
liczba bakterii z pożądanych grup.

Fot. Przeciwdrobnoustrojowy wpływ produktu probiotycznego na pleśnie z rodzaju 
Fusarium (A) i Alternaria (B) i bakterie z rodzaju Clostridium (C) i E. coli (D)
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metodyka

Produkty przechowywano w komorach starzeniowych firmy Q-Lab przez 
okres 3 miesiecy. Należy wskazać, że warunki wygenerowane w komorach sta-
rzeniowych to efekt zoptymalizowanych ale mimo wszystko sztucznych para-
metrów fizycznych (temperatura, wilgotność itp.) na które narażony jest badany 
produkt. W związku z powyższym wyniki badań nad produktami przetrzymywa-
nymi w komorach starzeniowych mogą nieco różnić się od tych przechowywa-
nych warunkach rzeczywistych. 

Analizę mikrobiologiczną wykonywano w interwałach czasowych, które od-
powiadały przechowywaniu w warunkach rzeczywistych w czasie: 1 miesiąc po 
produkcji (t1), 3 miesiące po produkcji (t3), 6 miesięcy po produkcji (t6) i 12 mie-
sięcy po produkcji (t12). Analizy mikrobiologiczne produktów były wykonywane 
w kierunku: ogólnej liczby drobnoustrojów psychrofilnych i mezofilnych, ogólnej 
liczby pleśni i drożdży psychrofilnych i mezofilnych, liczby bakterii fermentacji 
mlekowej, liczby bakterii z rodzaju Bifidobacterium, obecności i liczby bakterii 
przetrwalnikujących (w tym z rodzaju Bacillus), obecności i liczby bakterii bez-
tlenowych (w tym z rodzaju Clostridium), obecności bakterii z gatunku Listeria 
monocytogenes, obecności bakterii z rodzaju Salmonella i obecności bakterii 
z grupy coli. 

Wyniki
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Rys. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzących w skład produktu probiotycznego 
w czasie przechowywania w warunkach chłodniczych
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Wnioski

•	 Produkty probiotyczne charakteryzują się zadowalającą stabilnością 
mikrobiologiczną w czasie ich przechowywania. 

•	 Róznice liczebności drobnoustrojów w czasie przechowywania są wi-
doczne w 12 miesiącu od dnia produkcji. Wyniki sugerują przechowywa-
nie produktu w warunkach chłodniczych. 

•	 W badanych produktach nie stwierdzono obecności drobnoustrojów 
z rodzaju Salmonella, Listeria i Bacillus (zaraz po produkcji jak i w trak-
cie przechowywania). 

•	 W badanych produktach probiotycznych nie stwierdzono obecności 
pleśni. 

3.2 ocena biofunkcjonalności naszych produktów probiotycz-
nych

Promowany w ostatnich latach zdrowy styl życia przejawia się głównie 
dbałością o zdrowie i podejmowaniem aktywności fizycznej. Ma to zapewnić 
dłuższe życie w optymalnej kondycji psychofizycznej. W związku z tym zwiększa 
się zapotrzebowanie na suplementy diety i żywność o najwyższej wartości ży-
wieniowej, a dodatkowo o określonych właściwościach prozdrowotnych. Wśród 
pozostałych przyczyn rosnącego zapotrzebowania na żywność wzbogaconą 
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Rys. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzących w skład produktu probiotycznego 
w czasie przechowywania w temperaturze pokojowej
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o dodatkowe komponenty mające na celu poprawę jej walorów zdrowotnych 
i smakowych należy wymienić w szczególności: starzenie się społeczeństwa, 
wzrost kosztów opieki medycznej i społecznej, wzrost częstości występowania 
dietozależnych schorzeń chronicznych, rozwój wiedzy dotyczącej biologicznie 
aktywnych, tzw. nieodżywczych składników żywności i ich fizjologicznego od-
działywania na organizm człowieka, wzrost siły nabywczej konsumentów w kra-
jach rozwiniętych/rozwijających się, rozwój technik i technologii przetwórstwa 
surowców spożywczych, dostępność nowych bioaktywnych składników żyw-
ności (nutraceutyków) i sytuacja przemysłu żywnościowego w krajach rozwi-
niętych. Dzisiejszy konsument zdaje sobie sprawę, że nie tylko zdrowa dieta, 
ale i aktywność fizyczna pozytywnie wpływa na ich wygląd i samopoczucie. 
W związku z tym rośnie zapotrzebowanie na produkty, które wspierają wy-
dolność fizyczną, dodają energii czy też ułatwiają redukcję wagi. Aby sprostać 
oczekiwaniom konsumentów, w obecnej chwili wiele liczących się na rynku firm 
spożywczych podążając za rozwijającym się trendem prozdrowotnym, planuje 
wprowadzić do swojego asortymentu produkty, które charakteryzowałyby się 
pozytywnym wpływem na organizm człowieka. 

3.2.1 Wpływ trawienia in vitro na liczebność drobnoustrojów 
probiotycznych obecnych w produktach

Jednym z fundamentalnych elementów oceny biofunkcjonalności pro-
duktów są badania mające na celu ocenę stabilności i efektywności działania 
substancji aktywnych, soli mineralnych, mikroorganizmów w warunkach sy-
mulujących przewód pokarmowy. Z uwagi na trudności w dostępie do treści je-
litowych in vivo, rozwinięte zostały badania nad modelami umożliwiającymi ba-
danie trawienia i wchłaniania w warunkach in vitro. Modele te są dużo szybszym 
i tańszym sposobem w porównaniu z badaniami prowadzonymi na zwierzętach. 
W publikacjach naukowych opisano badania, w których wykorzystano mniej lub 
bardziej zautomatyzowane modele przewodu pokarmowego in vitro. Te najbardziej 
zaawansowane modele przewodu pokarmowego są monitorowane komputerowo, 
gdzie oprócz regulacji pH i dodatku odpowiednich enzymów, imitowane są ruchy 
perystaltyczne i wchłanianie przez ściany jelit. Znane są też badania, w których 
trawienie w przewodzie pokarmowym próbowano symulować przez stworzenie 
odpowiednich warunków w prostych naczyniach laboratoryjnych. Badanie biodo-
stępności składników pokarmowych i leków w warunkach naturalnych jest bardzo 
utrudnione, na co decydujący wpływ ma trudny dostęp do światła przewodu po-
karmowego człowieka, szczególnie na odcinku jelita cienkiego. Stosowanie modeli 
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in vitro, symulujących mniej lub bardziej dokładnie układ pokarmowy człowieka 
wpłynęło na szybki rozwój badań naukowych. Zadania, które stanowią wyzwanie 
dla dzisiejszej biotechnologii dotyczą badań nad zależnościami pomiędzy kilko-
ma elementami aplikowanymi (np. antybiotyki, mikroorganizmy probiotyczne) do 
przewodu pokarmowego w warunkach in vitro. Ponadto badania nad interakcjami 
pomiędzy mikrobiomem jelitowym (tym prawidłowym i dysfunkcyjnym) a substan-
cjami aktywnymi biologicznie w warunkach in vitro przewodu pokarmowego stano-
wią ważną, choć przysparzającą trudności analitycznych zależność. 

metodyka

W badaniach nad wpływem trawienia na drobnoustroje probiotyczne wcho-
dzące w skład naszych produktów wykorzystano model przewodu pokarmowego 
in vitro. Nadrzędnym celem przeprowadzonych prac było określenie kinetyki zmian 
liczebności bakterii wchodzących w skład produktów probiotycznych w zależności 
od stosowanej matrycy żywnościowej. Układ eksperymentalny stanowił fermen-
tor o pojemności 1 L (Sartorius - Polska). Temperatura układu eksperymentalnego 
była utrzymywana na poziomie 37°C. 

W trakcie prowadzonych prac wykorzystano bufor PBS o pH 7.4 (symulacja 
pustego żołądka) i nośniki w postaci matryc żywnościowych: preparat mleko za-
stępczy Nutramigen, stosowany w alergii na białko mleka krowiego, bogaty w sub-
stancje odżywcze (oleje roślinne, hydrolizat kazeiny, składniki mineralne, witami-
ny); nieklarowany sok jabłkowo-marchwiowy Bobo Frut - bogate źródło błonnika 
(2 g/300 ml); kleik ryżowy BoboVita – produkt skrobiowy. Skrobia ryżowa jest naj-
łatwiej przyswajalną przez organizm skrobią oraz wykazuje działania prebiotyczne.

Fot. Układ doświadczalny – model trawienia in vitro
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W pierwszej kolejności przygotowano mieszaninę produktu probiotyczne-
go z buforem PBS lub produktu probiotycznego z wybraną matrycą żywienio-
wą (P1)*. Tak przygotowaną próbę badawczą poddano pierwszemu etapowi tra-
wienia in vitro, który miał na celu symulację warunków panujących w żołądku. 
W tym celu do mieszaniny imitującej płyn żołądkowy dodano pepsynę w ilości 300 
U/ml i obniżono pH do wartości 4.0 za pomocą 1 M HCl. Etap prowadzono przez 
4 h w temp. 37°C (P2)*. Ruchy perystaltyczne imitowano przez mieszanie zawiesi-
ny przy użyciu mieszadła magnetycznego. Kolejny etap miał na celu odwzorowa-
nie warunków panujących w jelicie cienkim. W tym celu pH płynu wyregulowano 
do wartości 6.0, stosując 1 M NaHCO3. Następnie dodano 10 ml ekstraktu trzustko-
wo-jelitowego (P3)*. Kolejny etap polegał na podniesieniu pH do 7.4 przez dodanie 
1 M NaHCO3. Ten etap prowadzono przez 2 h (P4)*. W celu symulacji pasażu pro-
duktu przez jelito grube pH podniesiono do wartości 8.0 za pomocą 2 M NaHCO3. 
Dalsze trawienie prowadzono w warunkach beztlenowych przez 18 h (P5)*.
* P=punkt pomiarowy

Analizę mikrobiologiczną przeprowadzono z zastosowaniem metody zalewo-
wej Kocha. Oznaczano dwie grupy drobnoustrojów - bakterie z rodzaju Lactoba-
cillus i bakterie z rodzaju Bifidobacterium.

Wyniki

W pierwszym etapie badań analizowano wzrost bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus i bakterii z rodzaju Bifidobacterium w buforze PBS. Zadaniem buforu PBS jest 
utrzymanie wartości pH na stałym poziomie. Wyniki prowadzonych badań przed-
stawiono w tabeli poniżej. Początkowo (P1), liczba bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus wynosiła 1.9x108 jtk/g, a bakterii z rodzaju Bifidobacterium 2.6x108 jtk/g. Po 
4 h inkubacji liczebność bakterii z rodzaju Lactobacillus obniżyła się do wartości 
2.6x107 jtk/g, podobnie jak bakterii z rodzaju Bifidobacterium 1.4x107 jtk/g. W ko-
lejnym etapie, symulującym środowisko jelita cienkiego w obecności soku trzust-
kowo-jelitowego liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus znów uległa obniżeniu do 
wartości 7.8x106 jtk/g. Natomiast liczba Bifidobacterium wynosiła na tym etapie 
4.7x107 jtk/g. W kolejnym punkcie pomiarowym (P4), liczba bakterii z rodzaju Lac-
tobacillus uległa podwyższeniu do wartości 8.5x107 jtk/g, natomiast obniżyła się 
liczba Bifidobacterium (3.5x106 jtk/g). Po zakończeniu etapu symulującego pasaż 
przez jelito grube (P5), liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus była zbliżona do tej 
w etapie P4 i wynosiła 9.6x107 jtk/g. Natomiast liczba Bifidobacterium wzrosła do 
wartości 7.6x107 jtk/g.
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W kolejnym etapie badań analizowano wpływ dodatku matrycy żywienio-
wej, preparatu Nutramigen na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus i bakterii 
z rodzaju Bifidobacterium. Wyniki prowadzonych badań zaprezentowano w ta-
beli poniżej. Początkowo (P1), liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus wynosiła 
1.4x108 jtk/g, a bakterii z rodzaju Bifidobacterium 2.2x108 jtk/g. Po 4 h inkubacji 
liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus wzrosła do wartości 7.2x109 jtk/g. Wzrost 
liczebności zaobserwowano również dla bakterii z rodzaju Bifidobacterium, a ich 
liczba wynosiła 3.4x109 jtk/g. W kolejnym etapie symulującym środowisko jeli-
ta cienkiego w obecności soku trzustkowo-jelitowego liczba bakterii z rodzaju 
Lactobacillus ponownie uległa podwyższeniu, do wartości 8.5x109 jtk/g. Podob-
na obserwacja dotyczyła bakterii z rodzaju Bifidobacterium, których liczba na 
tym etapie eksperymentu wynosiła 5.2 x109 jtk/g. W kolejnym punkcie pomiaro-
wym (P4), liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus uległa obniżeniu do wartości 
9.6x108 jtk/g, natomiast podwyższyła się liczba Bifidobacterium (7.7x109 jtk/g). 
Po zakończeniu etapu symulującego pasaż przez jelito grube (P5), liczba bakterii 
z rodzaju Lactobacillus znów wzrosła i wynosiła 2.6x109 jtk/g, natomiast liczba 
Bifidobacterium utrzymała się na poziomie zbliżonym do liczby w etapie P4 i wy-
nosiła 7.5x109 jtk/g. Na podstawie przeprowadzonego doświadczenia można wy-
wnioskować, że preparat Nutramigen zapewnił bardzo dobre warunki do wzrostu 
i namnażania zarówno bakterii z rodzaju Lactobacillus, jak i bakterii z rodzaju 
Bifidobacterium. Zapewne matryca żywnościowa o tak bogatym składzie (sy-

Punkt pomiarowy Czas inkubacji
(h) pH Liczba bakterii

fermentacji mlekowej

Liczba bakterii
z rodzaju

Bifidobacterium

P1 0 4.0 1.9x108 jtk/g 2.6x108 jtk/g

P2 4 4.0 2.6x107 jtk/g 1.4x107 jtk/g

P3 1.4 6.0 7.8x106 jtk/g 4.7x107 jtk/g

P4 2 7.4 8.5x107 jtk/g 3.5x106 jtk/g

P5 18 8.0 9.6x107 jtk/g 7.6x107 jtk/g

Tab. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzących w skład produktu
probiotycznego w czasie pasażu żołądkowo-jelitowym 

Punkt pomiarowy Czas inkubacji
(h) pH Liczba bakterii

fermentacji mlekowej

Liczba bakterii
z rodzaju

Bifidobacterium

P1 0 4.0 1.4x108 jtk/g 2.2x108 jtk/g

P2 4 4.0 7.2x109 jtk/g 3.4x109 jtk/g
P3 1.4 6.0 8.5x109 jtk/g 5.2x109 jtk/g
P4 2 7.4 9.6x108 jtk/g 7.7x109 jtk/g
P5 18 8.0 2.6x109 jtk/g 7.5x109 jtk/g

Tab. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzących w skład produktu probiotycznego 
w czasie  pasażu żołądkowo-jelitowego w obecności preparatu Nutramigen
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rop glukozowy, hydrolizat kazeiny, składniki mineralne oraz witaminy) spełniła 
funkcję ochronną oraz prebiotyczną dla komórek bakterii probiotycznych.

W kolejnym etapie badań analizowano wpływ dodatku, matrycy żywie-
niowej o wysokiej zawartości błonnika, soku Bobo-Frut, na wzrost bakterii 
z rodzaju Lactobacillus i bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Wyniki przepro-
wadzonych badań zaprezentowano w tabeli poniżej. Początkowo (P1) liczba 
bakterii z rodzaju Lactobacillus wynosiła 1.2x108 jtk/g, a bakterii z rodzaju 
Bifidobacterium 5.6x108 jtk/g. W kolejnych etapach (P2, P3, P4) liczba bakterii 
z rodzaju Lactobacillus była zbliżona do wartości wyjściowej. Wzrost zaob-
serwowano w ostatnim etapie (P5), w którym liczebność bakterii z rodzaju 
Lactobacillus wynosiła 8.6x108 jtk/g. Większym zmianom uległa liczba bakterii 
z rodzaju Bifidobacterium. Wzrost liczby bakterii tego rodzaju zaobserwowa-
no w etapie (P2), symulującym warunki panujące w żołądku, gdzie ich licz-
ba wynosiła 7.4x108 jtk/g. W kolejnym etapie, symulującym środowisko jeli-
ta cienkiego w obecności soku trzustkowo-jelitowego liczba Bifidobacterium 
uległa obniżeniu do wartości 1.2x108 jtk/g. W kolejnym punkcie pomiarowym 
(P4), liczba Bifidobacterium obniżyła się, a jej wartość była bliska liczebno-
ści wyjściowej i wynosiła 5.2x108 jtk/g. Po zakończeniu etapu symulującego 
pasaż przez jelito grube (P5) liczba Bifidobacterium znów wzrosła i wynosiła 
8.1x108 jtk/g. Na podstawie przeprowadzonego doświadczenia można wywnio-
skować, że sok Bobo-Frut, zastosowany jako atrakcyjne źródło błonnika za-
pewnił dobre warunki do wzrostu i namnażania zarówno dla bakterii z rodzaju 
Lactobacillus, jak i bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Uzyskane po procesie 
trawienia in vitro liczebności badanych grup drobnoustrojów były wyższe od 
wartości początkowych. Fakt ten może być powiązany ze składem tej matry-
cy żywieniowej. W sokach owocowych znajduje się wiele substancji (błonnik, 
białka i polifenole) mających działanie ochronne w stosunku do drobnoustro-
jów. Ponadto soki warzywno-owocowe mają działanie buforujące, co zwiększa 
przeżywalność drobnoustrojów w czasie pasażu przez przewód pokarmowy.

Punkt pomiarowy Czas inkubacji
(h) pH Liczba bakterii

fermentacji mlekowej

Liczba bakterii
z rodzaju

Bifidobacterium

P1 0 4.0 1.2x108 jtk/g 5.6x108 jtk/g

P2 4 4.0 1.6x108 jtk/g 7.4x108 jtk/g
P3 1.4 6.0 2.0x108 jtk/g 1.2x108 jtk/g
P4 2 7.4 2.2x108 jtk/g 5.2x108 jtk/g
P5 18 8.0 8.6x108 jtk/g 8.1x108 jtk/g

Tab. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzących w skład produktu probiotycznego      
w czasie pasażu żołądkowo-jelitowego w obecności soku Bobo Frut
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W kolejnym etapie badań analizowano wpływ dodatku matrycy żywie-
niowej – kleiku ryżowego Bobo Vita na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus 
i bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Wyniki przeprowadzonych badań zaprezen-
towano w tabeli poniżej. Początkowo (P1), liczba bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus wynosiła 3.3x108 jtk/g, a bakterii z rodzaju Bifidobacterium 6.6x108 jtk/g. 
W trakcie kolejnych etapów pasażu drobnoustrojów w warunkach symulujących 
przewód pokarmowy zaobserwowano podobną tendencję zmian liczby bakterii 
z rodzaju Lactobacillus oraz bakterii z rodzaju Bifidobacterium. W etapie sy-
mulującym warunki panujące w żołądku liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus 
uległa niewielkiemu obniżeniu w stosunku do wartości wyjściowej i wynosiła 
2.7x108 jtk/g. Liczebność Bifidobacterium także uległa obniżeniu do warto-
ści 5.1x108 jtk/g. W kolejnych etapach (P3 i P4), zarówno liczba bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus i Bifidobacterium obniżała się, odpowiednio do wartości 
1.3x108 jtk/g (P3), 5.5x107 jtk/g (P4) i 1.7x108 jtk/g (P3), 5.2x107 jtk/g (P4). Wzrost 
liczby badanych drobnoustrojów zaobserwowano w ostatnim etapie prowa-
dzonego eksperymentu (P5), w którym liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus 
wynosiła 5.8x108 jtk/g, a liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium 6.1x108 jtk/g. 
Na podstawie przeprowadzonego doświadczenia można wywnioskować, że kleik 
ryżowy Bobo Vita nie zapewnił odpowiednio dobrych warunków dla wzrostu 
i namnażania bakterii z rodzaju Lactobacillus fermentacji mlekowej i bakterii 
z rodzaju Bifidobacterium. Uzyskane liczebności badanych grup drobnoustrojów 
były co prawda wyższe od wartości początkowych, ale i tak niższe w porówna-
niu do innych, badanych matryc żywieniowych. Jednak warto podkreślić funkcję 
ochronną ziaren skrobi, która może polegać na otaczaniu komórek bakterii, chro-
niąc je tym samym przed negatywnym wpływem środowiska.

Punkt pomiarowy Czas inkubacji
(h) pH Liczba bakterii

fermentacji mlekowej

Liczba bakterii
z rodzaju

Bifidobacterium

P1 0 4.0 3.3x108 jtk/g 6.6x108 jtk/g

P2 4 4.0 2.7x108 jtk/g 5.1x108 jtk/g
P3 1.4 6.0 1.3x108 jtk/g 1.7x108 jtk/g
P4 2 7.4 5.5x107 jtk/g 5.2x107jtk/g
P5 18 8.0 5.8x108 jtk/g 61x108 jtk/g

Tab. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzących w skład produktu probiotycznego     
w czasie pasażu żołądkowo-jelitowego w obecności kleiku ryżowego Bobo Vita
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Wnioski

•	 Matryce żywnościowe pełnią funkcje ochronną, a także prebiotyczną 
dla bakterii o potencjale probiotycznym.

•	 Spośród badanych matryc najlepsze warunki dla ochrony żywotności, 
wzrostu i rozmnażania bakterii wchodzących w skład produktów pro-
biotycznych zapewniał preparat Nutramigen, co jest ściśle związane 
z jego bogatym składem. 

3.2.2 Wpływ drobnoustrojów probiotycznych obecnych  
w produktach na prawidłowy mikrobiom jelitowy człowieka  
i mikrobiom w stanie dysbiozy

Zaburzenia w składzie mikrobiomu przewodu pokarmowego człowieka są ści-
śle powiązane ze stylem życia, dietą i narażeniem na stres. Literatura przedmiotu 
wskazuje na duży postęp w badaniach składu mikrobiomu jelit i jego wpływu na 
choroby autoimmunologiczne, raka jelita grubego, próchnicę zębów, powiązania po-
między mikrobiomem i mózgiem (wpływ na depresję i autyzm). Bada się też wpływ 
mikrobiomu matki na zasiedlanie organizmu noworodka przez łożysko lub nawet 
na przedwczesne porody. Ważnym elementem badań jest ocena wpływu zmian 
środowiska na mikrobiom i rozwój chorób cywilizacyjnych, zwłaszcza na cukrzycę, 
otyłość i choroby nowotworowe. W 2015 roku oszacowano, że odporne na anty-
biotyki patogeny powodują około 50.000 zgonów rocznie w Europie i USA, a liczba 
ofiar wzrośnie do 10 milionów zgonów rocznie na całym świecie w 2050 r. Dane 
te sugerują, że zbliżamy się do końca ery antybiotykowej. Antybiotyki, zwłaszcza 
beta-laktamowe i fluorochinolony, których stosowanie prowadzi do biegunki i za-
palenia jelita grubego jest ściśle związane ze zmianą składu i funkcji mikrobiomu 
przewodu pokarmowego. Badania dowiodły, że pięć dni podawania fluorochinolo-
ny spowodowało wyeliminowanie lub stłumienie około jednej trzeciej mikrobiomu 
w kale po trzech-czterech dniach terapii antybiotykowej (Dethlefsen i in., 2008). 
Odbudowanie populacji było możliwe w ciągu tygodnia od zakończenia terapii, jed-
nak ta odbudowa była niekompletna (Dethlefsen i Relman, 2010). Ponadto rokuje 
się, że etiologia 15% chorób nowotworowych związana jest z infekcjami bakteryj-
nymi. Przyczyną takiej sytuacji może być fakt, że niektóre bakterie komensalne 
są zdolne do przekształcania prokarcynogenów w związki uszkadzające DNA (np. 
etanol, heterocykliczne aminy) lub bezpośrednio wytwarzają karcynogeny (np. fe-
capentaenes), jak również stymulują wytwarzanie wolnych rodników tlenowych 
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(np. Enterococcus faecalis), przez co wzrasta ryzyko rozwoju raka jelita grubego. 
Coraz większy związek upatruje się pomiędzy zaburzeniami w składzie mikrobiomu 
przewodu pokarmowego a otyłością. Turnbaugh i in. (2006) udowodnili, że skład 
mikrobiomu jelitowego wpływa na masę ciała. Autorzy przeprowadzili transfer mi-
kroorganizmów z jelit homozygotycznych myszy otyłych ob/ob. (myszy z gene-
tycznie uwarunkowanym brakiem leptyny wynikającym z mutacji typu nonsens 
w 105 kodonie genu ob.) i myszy o prawidłowej masie ciała do jelit myszy „germ 
free” (wolne od wszystkich wykrywalnych mikroorganizmów i pasożytów). Po 
dwóch tygodniach zaobserwowano, że myszy, którym przeszczepiono mikrobiom 
od myszy otyłych, pozyskiwały więcej kalorii z pożywienia i wykazywały szybsze 
odkładanie tkanki tłuszczowej. Dodatkowo zmiany mikrobiomu jelit indukują stany 
zapalne i otyłość przez wpływ na komórki nabłonka jelitowego, na enteroendokry-
nowe komórki i wydzielanie hormonów jelitowych jak glukagonopodobne peptydy 
1 i 2 (GLP-1 I GLP-2). GLP-1 stymuluje wydzielanie insuliny, opóźnia pasaż poży-
wienia przez żołądek, wywołuje objaw sytości i spadek masy ciała, GLP-2 zwiększa 
transport glukozy z jelit i obniża przepuszczalność ściany jelita. Tak więc mikro-
biom, działając na enteroendokrynowe komórki, wpływa na metabolizm (Strober, 
2013). 

Ponadto bakterie jelitowe uczestniczą w dojrzewaniu i wymianie enterocytów, 
immunomodulacji, aktywności motorycznej przewodu pokarmowego, metabolizmie 
leków, rozkładaniu obecnych w pożywieniu toksyn i karcynogenów (np. hetero-
cykliczne aminy, związki N-nitrozowe), fermentowaniu niestrawionych składni-
ków pożywienia, w produkcji niezbędnych witamin (K, B12, kwas foliowy, B1, B6), 
w recyrkulacji kwasów żółciowych (poprzez wytwarzanie hydrolaz kwasów żółcio-
wych), a także w ochronie przed kolonizacją jelit przez bakterie patogenne, takie 
jak Escherichia coli, Vibrio cholerae, Clostridium spp., Salmonella spp. i Shigella spp. 

metodyka

W pierwszym etapie prac określono zmienność wybranych grup drobnoustro-
jów wchodzących w skład mikrobiomu kałowego osób: zdrowych, aktywnych fi-
zycznie, deklarujących nie przyjmowanie antybiotyków (przez okres min. 1 roku), 
odżywiających się w sposób racjonalny i zgodny z podstawowymi zasadami zdro-
wego żywienia, niespożywającymi alkoholu (próba kontrolna); osób w wieku powy-
żej 75-go roku życia; pacjentów 2 tygodnie po zakończonej terapii antybiotykowej; 
pacjentów po zakończonej chemioterapii i osób otyłych (BMI>30) i przygotowano 
wystandaryzowaną zaszczepkę symulującą mikrobiom jelitowy.
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Wystandaryzowana zaszczepka mikrobiomu jelitowego pochodziła od daw-
ców z powyżej wymienionych grup i zawierała bakterie probiotyczne (z rodzaju 
Lactobacillus i Bifidobacterium), bakterie (głównie) stymulujące odporność (nie-
patogenne E. coli i z rodzaju Enterococcus), a także mikroflorę potencjalnie cho-
robotwórczą (bakterie proteolityczne tzw. gnilne, bakterie z rodzaju Clostridium 
i grzyby drożdżopodobne z rodzaju Candida). Obecność i liczebność drobnoustro-
jów z danej grupy była zróżnicowana w zależności od pochodzenia zaszczepki. Do 
izolacji i oznaczenia liczby drobnoustrojów wykorzystano odpowiednie dla danego 
rodzaju pożywki mikrobiologiczne. 

Wyniki

Legenda: słupki niebieskie – liczebność drobnoustrojów w wystandaryzowanej zaszczepce 
pochodzącej z mikrobiomu jelitowego; słupki czerwone – liczebność drobnoustrojów w wystan-
daryzowanej zaszczepce pochodzącej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro w obecno-
ści produktu probiotycznego

Analizowane składniki mikrobiomu jelitowego człowieka

- Bakterie z rodzaju Lactobacillus

- Bakterie z rodzaju Bi�dobacterium

- Niepatrogenne bakterie z grupy coli

- Bakterie z rodzaju Enterococcus sp.

- Bakterie proteolityczne

- Bakterie laktozo-ujemne E.coli

- Bakterie z rodzaju Clostridium

- Grzyby drożdżopodobne z rodzaju Candida

Drobnoustroje pożądane Drobnoustroje niepożądane
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Wnioski

•	 Obecność kwasów organicznych w produkcie probiotycznym spowodo-
wała wyraźną redukcję niepożądanych drobnoustrojów z rodzaju Clostri-
dium i E.coli.

•	 Drobnoustroje z innych grup utrzymały się na zbliżonym poziomie w po-
równaniu do zaszczepki, co może świadczyć, że mikrobiom pochodzący 
od zdrowych osób wykazuje wysoką odporność na kwasy organiczne 
i charakteryzuje się dobrą witalnością.

Legenda: słupki niebieskie – liczebność drobnoustrojów w wystandaryzowanej zaszczepce 
pochodzącej z mikrobiomu jelitowego; słupki czerwone – liczebność drobnoustrojów w wystan-
daryzowanej zaszczepce pochodzącej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro w obecności 

produktu probiotycznego

Wnioski

•	 Po zastosowaniu produktu probiotycznego, w składzie mikrobiomu jelito-
wego nastąpiła redukcja większości oznaczanych grup drobnoustrojów.

•	 Ponadto zaobserwowano całkowitą eliminację niepożądanych drobno-
ustrojów tj. bakterii proteolitycznych i grzybów drożdżopodobnych.

•	 Drobnoustroje wchodzące w skład mikrobiomu jelitowego osób starszych 
mogą cechować się obniżoną witalnością i zwiększoną wrażliwością na 
kwasy organiczne i polifenole.

1,00E + 11
1,00E + 10
1,00E + 09
1,00E + 08
1,00E + 07
1,00E + 06
1,00E + 05
1,00E + 04
1,00E + 03
1,00E + 02
1,00E + 01
1,00E + 00

Ogó
ln

a l
icz

ba
 dr

ob
no

us
tro

jów

Bifd
ob

ac
te

riu
m

La
ct

ob
ac

iliu
s

Niep
at

og
en

ne
 E.

co
li

En
te

rco
co

cc
us

Clo
st

rid
ium E.c

ol
i

Bak
te

rie
 pr

ot
eo

lit
yc

zn
e

Grz
yb

y d
ro

żd
żo

po
do

bn
e

Rys. Wpływ produktu probiotycznego na zmiany jakościowe i ilościowe mikrobiomu
jelitowego osób starszych
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Legenda: słupki niebieskie – liczebność drobnoustrojów w wystandaryzowanej zaszczepce 
pochodzącej z mikrobiomu jelitowego; słupki czerwone – liczebność drobnoustrojów w wystan-
daryzowanej zaszczepce pochodzącej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro w obecno-
ści produktu probiotycznego

Wnioski

•	 Po zastosowaniu produktu probiotycznego zaobserwowano wzrost licz-
by drobnoustrojów o potencjale probiotycznym.

•	 Ponadto zaobserwowano redukcję drobnoustrojów niepożądanych jak 
bakterie z rodzaju Clostridium, bakterie proteolityczne, a także grzyby 
drożdżopodobne.

Legenda: słupki niebieskie – liczebność drobnoustrojów w wystandaryzowanej zaszczepce 
pochodzącej z mikrobiomu jelitowego; słupki czerwone – liczebność drobnoustrojów w wystan-
daryzowanej zaszczepce pochodzącej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro w obecno-
ści produktu probiotycznego
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Rys. Wpływ produktu probiotycznego na zmiany jakościowe i ilościowe mikrobiomu jelitowego osób  
po zakończonej antybiotykoterapii
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Wnioski

•	 Zastosowanie produktu probiotycznego spowodowało całkowitą elimi-
nację grzybów drożdżopodobnych.

•	 Ponadto zaobserwowano redukcję liczebności większości grup drobno-
ustrojów, co może świadczyć o silnym osłabieniu witalności mikrobio-
mu, który został poddany działaniu substancji toksycznych (chemiote-
rapeutyków).

Legenda: słupki niebieskie – liczebność drobnoustrojów w wystandaryzowanej zaszczepce 
pochodzącej z mikrobiomu jelitowego; słupki czerwone – liczebność drobnoustrojów w wy-
standaryzowanej zaszczepce pochodzącej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro 
w obecności produktu probiotycznego

Wnioski

•	 Zastosowanie produktu probiotycznego spowodowało redukcję wszyst-
kich grup drobnoustrojów za wyjątkiem bakterii z rodzaju Bifidobacte-
rium i bakterii proteolitycznych.

•	 Wzrost liczby bakterii z rodzaju Bifidobacterium jest korzystny, ponie-
waż prowadzi do wyrównania jakościowo-ilościowego pomiędzy grupą 
Firmicutes (bakterie z rodzaju Lactobacillus) a Bifidobacteriales.
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Rys. Wpływ produktu probiotycznego na zmiany jakościowe i ilościowe 
mikrobiomu jelitowego osób otyłych



52

3.2.3 Ocena zdolności adhezji drobnoustrojów probiotycznych obecnych 
w produktach do komórek nabłonka w modelu in vitro - badania na liniach 
komórkowych

Zdolność adhezyjna mikroorganizmów probiotycznych do komórek nabłon-
ka jelitowego jest jedną z kluczowych cech drobnoustrojów wymaganą do ich 
późniejszego prozdrowotnego działania na organizm człowieka. Umożliwia ona 
bezpośredni kontakt bakterii probiotycznych z komórkami gospodarza, a także 
wydłuża czas ich przebywania w układzie pokarmowym. Dlatego też, obok ba-
dań nad wrażliwością na wpływ niskiego pH czy obecność soli żółciowych oraz 
enzymów trawiennych, jest to jeden z podstawowych wykładników efektywno-
ści działania preparatów probiotycznych.

metodyka

Oprócz produktów probiotycznych do badań wykorzystano linię komó-
rek CaCo-2 wyizolowanych z ludzkich komórek nowotworu okrężnicy oraz 
linię HT-29 z gruczolakoraka jelita grubego. Obie linie komórek pochodziły 
z Amerykańskiej Kolekcji Kultur Komórkowych (ATCC). Komórki nabłonka je-
litowego CaCo-2 i HT-29 hodowano w pożywce DMEM, zawierającej dodatek 
niezbędnych aminokwasów i gentamycynę. W pierwszej kolejności pobrano 
odpowiednią objętość zawiesiny komórkowej stanowiącej produkt probiotycz-
ny, zawierający 6.0x108 jtk/ml bakterii. Całość uzupełniono pożywką DMEM 
i antybiotykiem. Hodowlę komórek CaCo-2 i HT-29 prowadzono w inkubatorze 
w temperaturze 37°C i atmosferze gazowej zawierającej 4% CO2 i 96 % powie-
trza, dokonując wymiany pożywki co 24 h. Hodowlę prowadzono przez 21 dni 
dla kultury Caco-2 i 14 dni dla kultury HT-29. Liczbę komórek CaCo-2 i HT-29 
oznaczano pod mikroskopem. Przed wykonaniem testu, komórki CaCo-2i HT-
29 przemywano roztworem PBS i wprowadzano pożywkę DMEM zawierającą 
komórki bakterii probiotycznych. Hodowle inkubowano przez 2,5 h w tem-
peraturze 37°C. Następnie do każdego dołka dodawano roztwór Triton X-100 
i prowadzono lizę komórek CaCo-2 i HT-29. Lizaty przenoszono do probówek 
typu Eppendorff i wirowano. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w soli 
fizjologicznej. Z wybranych rozcieńczeń wykonywano posiewy w trzech rów-
noległych powtórzeniach. Hodowle prowadzono w pożywce MRS z 2% dodat-
kiem agaru w temperaturze 35°C przez 48-72 h.
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Wyniki

Do oznaczenia właściwości adhezyjnych szczepów probiotycznych wchodzą-
cych w skład produktów probiotycznych wykorzystano 21-dniową hodowlę komó-
rek CaCo-2 i 14-dniową hodowlę komórek nabłonka jelita grubego HT-29. Są to naj-
częściej stosowane modele komórkowe wykorzystywane do oznaczania zdolności 
adhezyjnych mikroorganizmów. Po zakończeniu pasażu jelitowego, oznaczono licz-
bę komórek bakteryjnych związanych z komórkami nabłonka jelitowego. Zdolność 
adhezyjną bakterii probiotycznych wyrażono jako poziom adhezji, czyli liczbę ko-
mórek mikroorganizmów związanych ze 100 komórkami komórek linii CaCo-2 i HT-29.

Tabela poniżej przedstawia wyniki zdolności adhezyjnej drobnoustrojów pro-
biotycznych wchodzących w skład produktu po procesie trawienia w jelicie cienkim. 
Uzyskane wyniki wskazują największe powinowactwo do komórek nabłonka pre-
paratu bakteryjnego z dodatkiem matrycy żywnościowej w postaci mleka zastęp-
czego. Liczba bakterii związanych ze 100 komórkami nabłonka jelitowego wynosiła 
odpowiednio dla CaCo-2 258 i dla HT-29 409. Najmniejszą związaną liczbę komórek, 
tak samo jak w przypadku analizy prowadzonej z wykorzystaniem komórek linii 
CaCo-2, zaobserwowano dla produktu bez zastosowania matrycy żywnościowej. 
W tym ostatnim wariancie w przeciwieństwie do innych (z wykorzystaniem matrycy 
żywnościowej) zarówno z wykorzystaniem linii CaCo-2, a także HT-29 liczba związa-
nych komórek zmalała po inkubacji w warunkach imitujących proces trawienia w je-
licie cienkim. Porównując także liczbę bakterii związanych ze 100 komórkami CaCo-2 
i HT-29 można stwierdzić, że komórki wchodzące w skład produktu probiotycznego 
mają większe powinowactwo do komórek linii HT-29. Zestawiając próby z największą 
liczbą komórek bakterii ulegających adhezji do komórek CaCo-2 i HT-29 zauważyć 
można, iż około 100 komórek więcej ulega procesowi adhezji z komórkami linii HT-29. 

Linia komórkowa

Wskaźnik adhezji 

CaCo-2

Liczba związanych bak-
terii/100 CaCo-2

HT-29

Liczba związanych bak-
terii/100 HT-29

Produkt probiotyczny 
- bez dodatku matrycy żywnościowej 110 201

Produkt probiotyczny  z dodatkiem matrycy
żywnościowej - mleko zastępcze 258 409

Produkt probiotyczny z dodatkiem matrycy
żywnościowej - Bobo Frut 210 293

Produkt probiotyczny z dodatkiem matrycy
żywnościowej - kleik ryżowy 223 354

Tab. Liczba bakterii probiotycznych związanych ze 100 komórkami HT-29 oraz CaCo-2
po procesie trawienia in vitro
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Te same wnioski wyciągnąć można z wyznaczonego na początku analiz 
procentowego stopnia adhezji, co przedstawia rysunek poniżej. Parametr ten 
opisuje wartość stosunku liczby komórek bakteryjnych, które uległy adhezji do 
liczby wszystkich wprowadzanych komórek. Uzyskane wyniki stopnia adhezji 
wskazują również, iż bakterie probiotyczne wchodzące w skład produktu po-
siadają wysoką zdolność przylegania do modelowych komórek nabłonka linii 
HT-29. Wartość ta uzależniona jest od zastosowanej w eksperymencie matry-
cy żywnościowej. Wyraźnie największą efektywność adhezji zauważyć można 
w próbie, którą wzbogacono matrycą żywnościową w postaci mleka zastępcze-
go. Najmniejszy stopień adhezji do komórek HT-29 widoczny jest dla wariantu, 
w którym produkt był poddawany eksperymentom bez matrycy żywnościowej. 
Stopień adhezji komórek bakteryjnych do linii CaCo-2 utrzymuje się na niskim 
poziomie około 6% we wszystkich czterech badanych wariantach. 

Wnioski

Najwyższy poziom adhezji drobnoustrojów z dodatkiem matrycy żywno-
ściowej w postaci mleka w proszku jest związany z obecnością w tym produkcie 
szeregu substancji ochronnych. Jak już wspominano, mleko zastępcze jest bo-
gate w wiele substancji o charakterze ochronnym w tym poliole, disacharydy, 
polisacharydy, aminokwasy, a także hydrolizaty białkowe, składniki mineralne, 
sole kwasów organicznych i wiele innych. W omawianej pracy najefektywnej-
szą ochronę właściwości adhezyjnych wykazało mleko zastępcze, gdzie liczba 
bakterii ulegających adhezji do komórek linii CaCo-2, a także HT-29 była naj-
większa. Warto wspomnieć, że mleko jest powszechnie stosowaną substancją 
w celu ochrony przeżywalności oraz cech funkcjonalnych komórek bakteryj-
nych. Jest ono naturalnym środowiskiem dla bakterii fermentacji mlekowej, 
także ze względu na zawartość białek, licznych witamin i składników mineral-
nych, ale przede wszystkim laktozy będącej substratem dla tych drobnoustro-
jów. Zawarta w mleku laktoza, tworząc wiązania wodorowe z białkami błony 
komórkowej zwiększa także jej stabilność. Ponadto mleko dzięki pojemności 
buforowej zmniejsza kwaśny odczyn środowiska żołądkowego, przyczyniając 
się tym samym do obniżenia śmiertelności komórek bakterii probiotycznych 
w trakcie pasażu jelitowego.
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Rys. Stopień adhezji niestrawionych bakterii probiotycznych przed pasażem jelitowym (%)
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3.3 Podsumowanie

Niniejsze opracowanie stanowi zestawienie jedynie wybranych wyników 
prowadzonych przez nas prac. Prezentuje kluczowe aspekty związane z jakością 
i biofunkcjonalnością naszych produktów probiotycznych wskazując ich wyjąt-
kowe cechy. 

Living Food Sp. z o.o. jest jedną z nielicznych firm produkujących prepa-
raty probiotyczne będącą w posiadaniu tak szerokiego zakresu wyników prac 
nad własnymi produktami. 

SIEdzIBa fIRmy 

Living Food Sp. z o.o., 66-320 Trzciel, ul. Graniczna 15
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Nasza firma ma swoją siedzibę w budynku o powierzchni około 500 m2, który 
został podzielony na trzy główne części. Pierwsza to część biurowa, zajmują-
ca najmniejszą powierzchnię i pełniąca funkcję administracyjną. Druga to część 
laboratoryjna, której przestrzeń jest podzielona na stanowiska do prowadze-
nia bioprocesów w skali półprzemysłowej, stanowiska analityczne, inkubatornię 
i pomieszczenie techniczne. Trzecia to część technologiczna. Tą największą po-
wierzchniowo część przedsiębiorstwa stanowi pięć pomieszczeń, które służą do 
obróbki wstępnej i przygotowania surowców, procesów sterylizacji, przygoto-
wania kultur starterowych drobnoustrojów, prowadzenia procesu namnażania 
i fermentacji, prowadzenia procesów separacyjnych, konfekcjonowania, etykie-
towania i przejściowego magazynowania. Magazyn wyrobów gotowych znajduje 
się w Trzcielu, w obiekcie przy Pl. Zjednoczenia Narodowego 13.

Fot. Widok obieku przy Pl. Zjednoczenia Narodowego 13, z frontu.
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Fot. Widok części laboratorium (a) i linii technologicznej (b)

Nasza firma oraz produkty posiadają liczne wyróżnienia, w tym:
•	 Nagroda Gospodarcza Marszałka Województwa Lubuskiego 2022 – 2 miejsce 

w kategorii INNOWACYJNE MAŁE PRZEDSIĘBIORSTWO, za najciekawsze inno-
wacje wprowadzone na rynek w latach 2019 – 2021

•	 Dobra Firma 2021, w kategorii Najlepszy Pracodawca województwa lu-
buskiego, firma mała – nagroda Związku Przedsiębiorców i Pracodawców

•	 Laur Konsumenta 2020 w kategorii „Naturalne preparaty wspomagające 
odporność dla dorosłych”

•	 POLSKA NAGRODA JAKOŚCI nadana przez Krajową Izbę Gospodarczą
•	 Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii im. Prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu
•	 Tytuł i nagroda „Orzeł Agrobiznesu 2018” nadany przez Agencje Promo-

cyjno-Wydawniczą EMS 
•	 Nagrodę Polska Nagroda Innowacyjności 2018 nadaną przez Polską 

Agencje Przedsiębiorczości 
•	 Wyróżnienie I stopnia w konkursie XVI edycji „Wielkopolska Nagroda 

Jakości” za wdrażanie koncepcji zarządzania przez jakość 
•	 Certyfikat ogólnopolskiego Programu Promocyjnego „Doceń Polskie”
•	 Certyfikat nadany przez Wielkopolski Instytut Jakości za doskonalenie 

swoich produktów w zakresie jakościowym w ramach projektu „Budo-
wanie i wdrożenie proinnowacyjnych usług optymalizacji za MŚP opar-
tych na zintegrowanym systemie eksperckim”

•	 Certyfikat nadany za zajęcie I miejsca w konkursie produktów spożyw-
czych „Nasze Dobre Lubuskie” 

•	 STATUETKA „Przyjaciel Fundacji” Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. 
Zbigniewa Religi







BADANIA NAD OCENĄ JAKOŚCI
I BIOFUNKCJONALNOŚCIĄ

PRODUKTÓW PROBIOTYCZNYCH
FIRMY LIVING FOOD SP. Z O.O.

WPŁYNIE LEPIEJ

LIVING FOOD SP. Z O.O.
ul. Graniczna 15, 66-320 Trzciel

+48 693 822 235 | biuro@living-food.pl


