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1. WPROWADZENIE

Living Food — naszym celem jest dobre zdrowie konsumentéw.

Firma Living Food Sp. z 0.0. z siedziba w Trzcielu zostata zarejestrowana
11 lutego 2010 roku i od poczatku swojej dziatalnosci specjalizuje sie w pro-
dukcji zywnosci probiotycznej. Przedsiebiorstwo jest wpisane do rejestru zakta-
déw podlegajacych urzedowej kontroli organéw Panstwowej Inspekcji Sanitarne;
pod numerem 623/21/11/0404/15 jako: Zaktad Produkcji Probiotycznych Eko-
logicznych Produktéw Spozywczych LIVING FOOD SP. Z 0.0. ul. Graniczna 15,
66-320 Trzciel.

Do tej pory firma wdrozyta kilkadziesiat spozywczych preparatéw probio-
tycznych i suplementéw diety, a swoja produkcje zapoczatkowata asortymen-
tem bezmlecznych koncentratéw i napojéw porbiotycznych JOY DAY. Nasze naj-
nowsze osiggniecie to gama produktéw funkcjonalnych otrzymanych w efekcie
bioproceséw, w oparciu o zestaw szczepdw probiotycznych, kwas alfa-ketoglu-
tarowy (efekt biosyntezy mikrobiologicznej) i kompleks witaminowo - mineralny
pochodzacy z wyselekcjonowanych, przefermentowanych surowcéw roslinnych.

Firma Living Food Sp. z o.0. jest jedna z nielicznych w Unii Europejskiej,
produkujaca ekologiczne, probiotyczne produkty spozywcze i probiotycz-
ne suplementy diety w postaci ptynnej zawierajace zywe, aktywne bakterie
probiotyczne, zdolne do natychmiastowego zasiedlania przestrzeni przewo-
du pokarmowego (gtéwnie jelit). Doskonate wyniki uzyskiwane s3a dzieki od-
powiedniemu zaangazowaniu zatogi oraz innowacyjnej, kaskadowej metodzie
hodowli odpowiednich zestawéw bakterii probiotycznych i obecnosci ich bio-
funkcjonalnych postbiotykéw. Caty system produkcji i kontrola produktéw
oparte sg o procedury obowigzujgce we wdrozonych systemach GMP, GHP oraz
HACCP. Nad prawidtowym systemem i jakos$cia produkcji czuwa wykwalifikowany
i sprawdzony personel.

W ciagu wieloletniej dziatalnosci, dzieki innowacyjnym wdrozeniom opartym
na naturalnej biotechnologii, otrzymalismy liczne wuréznienia i nagrody, a wsréd
konsumentéw zyskalismy uznanie i zaufanie. W roku 2012 uzyskalismy certyfika-
cje ekologiczng i od tego czasu produkujemy ekologiczne preparaty probiotyczne.
Przyktadamy wielka uwage do jakosci naszych produktéw, bogactwa ich bioak-
tuwnych sktadnikéw, a takze zachowania naturalnej witalnosci znajdujacych sie
w produktach, zywych szczepédw bakterii probiotycznych.

Nasze kilkunastoletnie doswiadczenie w produkcji ptunnych produktéw pro-
biotycznych zaowocowato szerokim asortymentem unikatowych preparatéw,
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ktére od wielu lat stuza ludziom zainteresowanum profilaktyka i suplementacja
probiotyczng. Kazdy z produkowanych przez nas preparatéw charakteryzuje sie
unikatowym sktadem i powstaje zgodnie z opracowywang przed laty, a nadal
udoskonalang receptura. Od poczatku naszej dziatalnosci skupialismy sie nie tyl-
ko na procesie technologicznym naszych produktéw probiotycznych. Interesowat
nas przede wszystkim najdelikatniejszy i zarazem najsilniejszyu, a przede wszyst-
kim najwazniejszy ich element — drobnoustroje o potencjale probiotycznym.
W miare uptuwu lat, $ledzac mozliwosci wspdtczesnej nauki, studiujac literature
naukowa, korzystajac z coraz ciekawszej oferty analitycznej dostepnej na rynku,
rozwijajac wspétprace z najlepszymi jednostkami naukowymi w Polsce, reali-
zujac mniejsze i wieksze projekty badawczo-rozwojowe, udoskonalilismy nasze
probiotyczne produkty. Staty rozwdj, to jednen z naszych priorytetéw, dlatego
nadal prowadzone s3 prace badawczo-rozwojowe oraz wdrozeniowe, dzieki kté-
rym coraz szerzej poznajemy pozytywny wptyw naszych preparatéw na orga-
nizm cztowieka, gtéwnie na jego mikrobiom jelitowy. Od zawsze stawialismy na
doskonalenie jakosci, ktéra jest przez nas rozumiana bardzo szeroko. Przy tym
na szczegblng uwage zastuguje fakt, ze wskazywana przez wielu liczebnos¢
drobnoustrojéw probiotycznych to wskaznik istotny, cho¢ niewiele méwiacy
o biofunkcjonalnosci danego produktu. To co wyréznia nasze produkty to nie
tulko zuwe, aktywne i witalne drobnoustroje o potencjale probiotycznum, kté-
rych zespoty tworza odpowiednio wyselekcjonowane szczepy o udowodnionych
wtasciwosciach prozdrowotnych, ale takze ich metabolity i aktywne zwiazki sta-
nowigce efekt procesu fermentacji celowo wytypowanych, ekologicznych su-
rowcéw. Nie stanowi tajemnicy, ze proces technologiczny otrzymywania ptyn-
nych produktéw probiotycznych nie jest zadaniem tatwym. Wybér surowcodw
i ich dostawcéw, weryfikacja ich jakosci, pracochtonna obrébka wstepna wy-
korzystywanych substratéw, zachowanie odpowiednich reziméw higienicznych,
kontrola analityczna procesu namnazania i fermentacji w catym cuklu produk-
cyjnym tacznie z etapem stabilizacji produktéw i ich magazynowania to najwaz-
niejsze, cho¢ nie jedyne elementy linii technologicznej, ktére potaczone w se-
kwencje zdarzen prowadza do otrzymania naszych produktéw. Ufamy, ze nasza
praca i codzienne zaangazowanie catego zespotu przyczynia sie do tworzenia
wuyjatkowych produktéw probiotycznych dostepnych na polskim, europejskim,
a nawet Swiatowym rynku. Nasze produkty ciesza sie coraz wiekszym zaintere-
sowaniem tak w rodzimym kraju, jak i poza jego granicami. Eksportujemy nasze
ptynne produkty probiotyczne do Skandynawii, Austrii, Niemiec, Hiszpanii, Anglii,
ale takze do Azji, gdzie ciesza sie coraz wiekszym uznaniem.
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2. BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ - OGOLNA
CHARAKTERYSTYKA

Bakterie fermentacji mlekowej (ang. Lactic acid bacteria, LAB) stanowia
grupe mikroorganizméw najczesciej wykorzystywanych w produkcji zywnosci.
Posiadaja wiele atrakcyjnych cech decydujacych o ich zastosowaniu w prze-
mysle (Gajewska i Btaszczuyk, 2012). Ponadto niektére z nich majg potwierdzone
witasciwosci prozdrowotne (Stonska i Klimuszko, 2010). Wszystkie bakterie fer-
mentacji mlekowej to drobnoustroje gram dodatnie, nie wytwarzajace katalazy
ani przetrwalnikéw (Libudzisz, 2013). Bakterie fermentacji mlekowej charakte-
ryzuja wysokie wymagania pokarmowe (Jurkowski i Btaszczuk, 2012). Wykazuja
zdolnos$¢ do fermentacji cukréw w warunkach beztlenowych w wuniku czego
syntetyzujg kwas mlekowy (Libudzisz, 2013). Ze wzgledu na rodzaj metaboli-
zmu, bakterie fermentacji mlekowej dzieli sie na homo- i heterofermentatywne
(Gorecki i Bardowski, 2011), natomiast ze wzgledu na optymalng dla ich wzrostu
temperature na termofile i mezofile (Jurkowski i Btaszczyk, 2012). Mezofile wy-
twarzaja kwas mlekowy w stezeniu 1,5%, zas termofile do 3% (Libudzisz, 2013).
Dla bakterii fermentacji mlekowej optymalne pH to zakres od 4.0 do 9.6 (Gajew-
ska i Btaszczyk, 2012). Wszystkie bakterie fermentacji mlekowej zaliczane s3
to obligatoryjnych lub fakultatywnuych beztlenowcéw (Jurkowski i Btaszczuk,
2012). Mikroorganizmy w obrebie tej grupy wukazuja miedzy sobg istotne rézni-
ce, ktére dotycza w szczegdlnosci bakterii z rodzaju Bifidobacterium (Libudzisz,
2013). Powszechnym srodowiskiem wystepowania bakterii fermentacji mlekowej,
w zaleznosci od gatunku, sa rosliny, mleko, a czes$¢ z nich zasiedla réwniez prze-
wod pokarmowy ludzi i zwierzat (Gérecki i Bardowski, 2011).

2.1 Systematyka

Bakterie fermentacji mlekowej klasyfikowane sa w obrebie dwdch réznych ty-
péw, 3@ mianowicie s3 to: typ trzynasty — Firmicutes oraz czternasty — Actinobac-
teria. Do tupu Actinobacteria sposréd wszystkich bakterii fermentacji mlekowej
zaliczane sa tylko te z rodzaju Bifidobacterium, za$ pozostate naleza do typu trzy-
nastego. Rodzaj Bifidobacterium zaliczany jest do rodziny Bifidobacteriaceae, rze-
du Bifidobacteriales oraz klasy Actinobacteria. Natomiast wsréd tupu Firmicutes
wyrdzniamy dwa rzedy, w ktérych sklasyfikowana jest reszta bakterii fermentacji
mlekowej. Rzad pierwszy to Bacillus, ktéry obejmuje tulko jedna rodzine - Sporo-
lactobacillaceae i jeden rodzaj bakterii fermentacji mlekowej - Sporolactobacillus.
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Drugi rzad to Lactobacillales na ktéry sktada sie szes¢ rodzin i trzydziesci
trzy rodzaje bakterii mlekowych. Pierwsza rodzina to Lactobacillaceae i nale-
zace do niej rodzaje: Lactobacillus, Paralactobacillus i Pediococcus. Druga to
Aerococcaceae obejmujaca siedem rodzajéw bakterii: Aerococcus, Abiotrophia,
Dolosicoccus, Eremococcus, Facklamia, Globicatella oraz Ignavigranum. W trze-
ciej — Carnobacteriaceae zebranych jest dwanascie rodzajéw bakterii fermentacji
mlekowej: Carnobaterium, Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter,
Atopostipes, Desemzia, Dolosigranum, Granulicatella, Isobaculum, Marinilaco-
bacillus i Trichococcus. Czwarta rodzina nosi nazwe Enterococcaeae i zawiera
rodzaje Enterococcus, Melissococcus, Tetragenococcus, a takze Vagococcus.
Leuconostocaceae, czyli rodzina pigta obejmuje tylko trzy rodzaje Leuconostoc,
Oecococcus i Weisella. Ostatnia z nich to Streptococcaceae i sktadajace sie na
nig rodzaj Streptococcus i Lactococcus. Wszystkie bakterie mlekowe z typu Firm-
cutes zaliczane sa do jednej klasy — Bacilli (Moneta i Pigtkiewicz, 2010; Gajewska
i Btaszczuk, 2012; Jurkowski i Btaszczyk, 2012; Vos i in., 2009).

2.2 Metabolizm

Bakterie fermentacji mlekowej ze wzgledu na sposéb wykorzystania sktad-
nikdbw pokarmowych mozna sklasyfikowa¢ na homo- i heterofermentatyw-
ne. Bakterie obligatoryjnie homofermentatywne wytwarzajg przede wszyst-
kim kwas mlekowy, ale takze niewielkie stezenia innych metabolitéw. Natomiast
w przypadku bakterii heterofermentatywnych oprécz kwasu mlekowego syntety-
zowany jest takze szereg innych substancji jak kwas octowy, etanol, ditlenek wegla,
diacetul (Trojanowska i in., 2009). Szczepozalezna jest takze syntetyzowana przez
bakterie fermentacji mlekowej forma kwasu mlekowego - L(+) badZ D(-) (Narayanan
i in., 2004). Gtbwnym surowcem wykorzystywanum przez bakterie kwasu mlekowe-
go s3 weglowodany, a doktadniej cukry szceScioweglowe (Gajewska i Btaszczyk,
2012). Oba typy bakterii maja takze zdolnos¢ do fermentacji cukru mlecznego, czuli
laktozy (Libudzisz, 2013). Homofermentatywne bakterie fermentacji mlekowej me-
tabolizuja glukoze w szlaku Embdena-Meyerhofa-Parnasa (EMP) (Jurkowski i Btasz-
czuk, 2012). W koncowym etapie glikolizy powstaja dwie czasteczki pirogronianiu,
ktore w wyniku zachodzacych reakcji redoks sa redukowane do korncowego produk-
tu fermentacji, czyli kwasu mlekowego (Gajewska i Btaszczuk, 2012). W przypad-
ku heterofermentacji glukoza fermentowana jest w szlaku pentozofosforanowym.
R&znica ta zwigzana jest z faktem, iz heterofermentatywne bakterie fermentacji
mlekowej nie posiadaja pewnych enzyméw niezbednych do prowadzenia procesu
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glikolizy. W wyniku zachodzacych reakcji powstaje kolejno: glukozo-6-fosforan,
kwas 6-fosforo-glukonowy, nastepnie z niego ditlenek wegla i rybulozo-5-fosforan.
Ten ostatni jest przeksztatcany do ksylulozo-5-fosforanu, z ktérego to otrzymywa-
ny jest aldehyd 3-fosfo-glicerunowy i acetylofosforan. Z pierwszego zwigzku po-
wstaje kwas mlekowu, zas$ z drugiego w zaleznosci od warunkéw $rodowiskowych
kwas octowy badz etanol. Aby powstat kwas octowy konieczna jest obecnos¢ tle-
nu, natomiast w przypadku jego braku powstaje etanol (Libudzisz, 2013; Jurkowski
i Btaszczyk, 2012). Warto zaznaczyé, ze bakterie fermentacji mlekowej oprécz me-
tabolizowania cukréw, posiadaja takze zdolnos¢ do fermentacji innuch zwigzkéw jak
ttuszcze, co w konsekwencji wptuwa na aromat artykutdw mleczarskich. Natomiast
niedobdér aminokwaséw koniecznych do wzrostu, mobilizuje bakterie fermentacji
mlekowej do degradacji biatek obecnych w $rodowisku. Ten mechanizm ma takze
pozytywne znaczenie w kontekscie przemuystu spozywczego, poniewaz pozwala po-
zyskac odpowiednie cechy organoleptyczne (Gajewska i Btaszczyk, 2012).

2.3 Charakterystyka bakterii fermentacji mlekowej, w tym
szczepow bakterii wchodzacych w sktad produktéw probio-
tycznych firmy Living Food Sp. z o.0.

Rodzaj Lactobacillus

Bakterie z rodzaju Lactobacillus s3 to bakterie fermentacji mlekowej nale-
z3ce do klasy Bacilli, rzedu Lactobacillales i rodziny Lactobacillaceae (Moneta
i Pigtkiewicz, 2010). Maja postac pateczek i zaliczane sa do fakultatywnych bez-
tlenowcédw (Jurkowski i Btaszczuk, 2012). Nie wytwarzaja endospor ani katalazy
(Storska i Klimuszko, 2010), s3 kwasolubne (Trojanowska i in., 2009). Bakterie
tego rodzaju sa zréznicowane pod wzgledem strukturalnym (Libudzisz, 2013).
Bakterie z rodzaju Lactobacillus z uwagi na syntetyzowane metabolity zostaty
podzielone na trzy typy. Do pierwszego naleza bakterie homofermentatywne.
Drugi typ to bakterie wzglednie heterofermentatywne, za$ do ostatniej gru-
py zaliczane s3a drobnoustroje bezwzglednie heterofermentatywne (Stornska
i Klimuszko, 2010). Do tego rodzaju naleza zaréwno szczepy termofilne jak i me-
zofilne (Libudzisz, 2013). Naturalnie wystepuja w rozktadajacych sie surowcach
roslinnych czy fekaliach m.in. z uwagi na fakt, iz stanowig element mikrobio-
mu jelitowego cztowieka i zwierzat (Gajewska i Btaszczyk, 2012). Dzieki swoim
wiasciwosciom znalazty szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym. Bak-
terie z rodzaju Lactobacillus s wykorzystywane do produkcji mlecznych napo-
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jow fermentowanych, kiszonej kapusty i ogérkéw czy pieczywa (Libudzisz, 2013;
Trojanowska i in., 2009). Rodzaj Lactobacillus posiada status GRAS (ang. gene-
rally recognized as safe) (Storska i Klimuszko, 2010), co oznacza ,bezpieczne
w stosowaniu”. Niektére szczepy nalezace do tego rodzaju maja udowodnione
wtasciwosci prozdrowotne i zaliczane sa do probiotykéw. S3 to gatunki Lactoba-
cillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii czy Lactobacillus
plantarum (Gajewska i Btaszczyk, 2012). Warto réwniez zaznaczy¢, ze bakterie
z rodzaju Lactobacillus s3 wykorzystywane w przemysle do produkcji bakterio-
cyn (Steinka, 2009).

W naszych produktach takze wystepuja przedstawiciele rodzaju Lactobacillus,
m.in.:

» Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) - charakteryzuje sie pozy-
tywnym wptywem na uktad immunologiczny (wtasciwosci antyaler-
giczne) i uktad pokarmowy w tym sprzuja skutecznemu leczeniu nie-
swoistego zapalenia jelit, a takze zmniejsza czestos¢ wystepowania
biegunki. Suplementy zawierajace szczep L. rhamnosus GG majg pozy-
tywny wptyw na terapie przeciwko Helicobacter pylori, a podawane
niemowletom sprzyjaja dobremu ich rozwojowi.

e Lactobacillus rhamnosus LR 04 (DSM 16605) — charakteryzuje sie wu-
soka skutecznoscia w leczeniu przewlektych biegunek u oséb starszych,
przyczynia sie do zmniejszenia czestosci wystepowania i nasilenia cho-
réb uktadu oddechowego, wykazuje silng aktywnos¢ przeciwdrobno-
ustrojowa przeciwko szczepom z gatunku E. coli.

e Lactobacillus rhamnosus LR 05 (DSM 19739) - charakteryzuje sie wta-
Sciwosciami przeciwzapalnymi i immunologicznymi, stosowany w lecze-
niu alergii.

e Lactobacillus rhamnosus LR 06 (DSM 21981) - wukazuje aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa przeciwko bakteriom, w tum szczepom z ga-
tunku E. coli, a takze aktywnoscia przeciwgrzybowa; wptywa na reduk-
cje bakterii redukujgcych siarczany, przez co korzystne oddziatuje na
stan zdrowia 0séb z halitoza.

e Lactobacillus rhamnosus ATB-LRS905 (LMG 25626) - szczep produku-
jacy beta-galaktozydazy, enzymy wspierajace trawienie laktozy u oséb
z nietolerancja na ten cukier; stymuluje prawidtowa odpowiedZ immu-
nologiczng, a dzieki zdolnosci do wytwarzania nadtlenku wodoru wyka-
zuje dziatanie bakteriobdjcze.
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e Lactobacillus casei 101/37 (LMG P- 17504) — charakteryzuje sie wta-
$ciwosciami immunomodulacyjnymi i przyczynia sie do tagodzenia ob-
jawow IBS.

e Lactobacillus acidophilus LA 1 (LMG P- 21904) - przyczynia sie do
utrzymania prawidtowego stanu przewodu pokarmowego u pacjentéw
z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego.

e Lactobacillus acidophilus LA02 (DSM 21717) - wuykazuje dziatanie
zwigzane z tworzeniem i utrzymaniem biofilmu pochwy, utrudniajac
tym samym przetrwanie drozdzakom i innym grzybom, redukuje sta-
ny zapalne drég rodnuch; tagodzi objawy zespotu jelita nadwrazliwego
oraz reqguluje procesy wchtaniania ze Swiatta jelit.

e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus LB 2 (LMG P-21905) — wyko-
rzystywany w utrzymaniu remisji u pacjentéw z wrzodziejgcym zapale-
niem jelita grubego, przyczynia sie do tagodzenia objawdw IBS.

e Lactobacillus plantarum LP 02 (LMG P- 21020) - charakteryzuje sie
aktywnosciag przeciwdrobnoustrojowa przeciwko szczepom z gatunku
E. coli; przyczynia sie do zmniejszenia czestosci wystepowania choréb
uktadu oddechoweqgo.

e Lactobacillus plantarum LP 01 (LMG P-21021) - charakteryzuje sie
wtasciwosciami zwigzanymi z tagodzeniem objawéw zespotu jelita
nadwrazliwego, a takze pozwala na zwiekszenie czestosci wypréznien
u dzieci z czynnosciowymi zaparciami; charakteryzuje sie silnymi wta-
$ciwosciami antumikrobiologicznymi przeciwko szczepom bakterii z ga-
tunku E. coli.

e Lactobacillus plantarum LP 09 (DSM 25710) - wuykazuje korzystne
dziatanie w leczeniu hipercholesterolemii oraz wykazuje dziatanie inhi-
bujace wobec bakterii z gatunku L. monocytogenes.

e Lactobacillus fermentum LF 2 (LMG 27299) - charakteryzuje sie zdol-
noscig do wytwarzania wysokich stezern egzopolisacharydu (EPS), co
w konsekwencji przyczynia sie do obnizania poziomu cholesterolu
we krwi; ponadto wykazuje witasciwosci przeciwnowotworowe, prze-
ciwwrzodowe oraz immunomodulacuyjne.

e Lactobacillus pentosus LPS 01 (LMG P-21019) - charakteryzuje sie ak-
tywnoscig przeciwdrobnoustrojowa przeciwko szczepom bakterii z ga-
tunku E. coli i przeciwko grzybom.

e Lactobacillus reuteri LRE 02 (DSM 23878) - wykazuje aktywnos¢ anty-
oksydacyjna.
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e Lactobacillus paracasei LPC 00 (LMG P- 21380) - sprzyja przywracaniu
réwnowagi mikrobioty jelitowej (eliminacja stanu dysbiozy) oraz cha-
rakteryzuje sie produkcja ryboflawiny.

Rodzaj Bifidobacterium

Rodzaj Bifidobacterium rézni sie znaczaco pod wzgledem filogenetycznym
od pozostatych bakterii fermentacji mlekowej (Jurkowski i Btaszczuk, 2012).
Bakterie te naleza do klasy Actinobacteria, rzedu Bifidobacteriales i rodziny
Bifidobacteriaceae (Moneta i Piatkiewicz, 2010). S3 to termofilne pateczki
(Samet i Bronk, 2008; Libudzisz, 2013), zaliczane do bezwzglednych beztlenow-
cow (Jurkowski i Btaszczyk, 2012). Bifidobacterium prowadza heterofermentacje
mlekowa w wyniku czego produkowany jest gtéwnie kwas octowy i kwas mleko-
wy (Zielinska i in., 2012). Bakterie z rodzaju Bifidobacterium naturalnie zasiedla-
ja jelita ludzi i zwierzat, skad sa izolowane (Libudzisz, 2013). Charakteryzuje je
udowodnione, korzystne oddziatywanie na organizm cztowieka i sg zaliczane do
probiotykéw (Steinka, 2011). W przemysle spozywczym znajduja zastosowanie
gtéwnie w przemusle mleczarskim (Libudzisz, 2013).

W naszych produktach takze wystepuja przedstawiciele rodzaju Bifidobacterium,
m.in.:

e Bifidobacterium breve BL 10 (LMG P- 17500) — pozytywnie oceniany
w utrzymaniu remisji u pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego, przyczynia sie do tagodzenia objawow IBS.

e Bifidobacterium breve BR 03 (DSM 16604) - przyczynia sie do zwieksze-
nia liczby wypréznien; wykazuje wtasciwosci przeciwzapalne i aktyw-
nos¢ przeciwdrobnoustrojowa przeciwko szczepom bakterii z gatunku
E. coli, przyczynia sie do przywrécenia réwnowagi mikrobiomu w zespo-
le jelita drazliwego, tagodzi objawy astmy, celiakii i atopowego zapale-
nia skory, a takze sprzyja procesom regeneracji po treningach.

e Bifidobacterium breve Bbr 8 (LMG P-17501) - charakteryzuje sie pozy-
tywnym dziataniem w utrzymaniu remisji u pacjentéw z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego; przyczynia sie do tagodzenia objawdéw IBS.

e Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bi 1 (LMG P- 17502) — charak-
teryzuje sie pozutywnym dziataniem w utrzymaniu remisji u pacjentéw
z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego; przyczynia sie do tagodze-
nia objawéw IBS.
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«  Bifidobacterium animalis ssp. lactis BS 01 (LMG P - 21384) — przuczu-
nia sie do zwiekszenia czestosci wypréznien u dzieci z czynnosciowymi
zaparciami i do zmniejszenia czestosci wystepowania choréb uktadu od-
dechowego.

e Bifidobacterium longum BL 03 (DSM 16603) — przyczynia sie do zwiek-
szenia czestosci wypréznien u dzieci z czynnosciowymi zaparciami.

e Bifidobacterium longum ATB-BLM802 (LMG 26652) - szczep produku-
jacy beta-galaktozydazy, enzymy pomagajgce w trawieniu laktozy
u 0s6b z nietolerancja.

e Bifidobacterium longum W 11 (LMG P-21586) — przyczynia sie do zwiek-
szania czestotliwosci oddawania stolca u pacjentéw z zaparciami oraz
zmniejszenia bélu brzucha i tagodzi wzdecia a takze dolegliwosci zwigza-
ne z antybiotykoterapia; wspomaga leczenia encefalopatii watrobowej.

e Bifidobacterium bifidum BB 01 (DSM 22892) — neutralizuje stan dysbiozy
mikrobiomu jelitowego.

«  Bifidobacterium breve ATB-BBE804 (LMG 13208) - posiada zdolnos¢ bio-
transformacji kwasu linolowego (LA) w sprzezony kwas linolowy (CLA).

Rodzaj Streptococcus

Bakterie z gatunku Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, dawniej
Streptococcus thermophilus, naleza do typu Firmicutes, klasa Bacilli, rzad Lac-
tobacillales, rodzina Streptococaceae, rodzaj Streptococcus. Sa to gram-dodat-
nie, termofilne bakterie o optymalnej temperaturze wzrostu wynoszacej 45°C,
zaliczne do paciorkowcéw. Bakterie Streptococcus salivarius ssp. Thermophilus
znalazty zastosowanie w przemysle spozywczym, w produkcji jogurtéw, seréw
i innych przetworéw fermentowanych. Gtéwnym efektem metabolizmu tej grupy
bakterii jest biosynetza mleczanu z laktozy, dzieki czemu bardzo dobrze funk-
cjonuja w srodowisku mlecznym. Bakterie Streptococcus salivarius produkuja
czynnik bakteriocynogeniczny i ureazae, a takze wykazuja zdolnos$¢ do syntezy
polisacharydéw (np. kwasu hialuronowego) oraz toleruja srodowisko tlenowe.

W naszych produktach takze wystepuja przedstawiciele rodzaju Streptococcus,
m.in.:

e Streptococcus thermophilus 9Y (LMG P-17225) — wykazuje aktywnosc
w modulacji odpowiedzi immunologicznej, przyczynia sie do utrzymania
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remisji u pacjentéw z wrzodziejacum zapaleniem jelita grubego i tago-
dzenia objawdw IBS.

e Streptococcus thermophilus Z 57 (LMG P-21908) - przyczynia sie do
tagodzenia objawdw IBS.

e Streptococcus thermophilus FP 4 (DSM 18616) - sprzyja regeneracji
organizmu po treningach i przyczynia sie do zmniejszenia napiecia mie-
$ni po ¢wiczeniach sitowych.

Rodzaj Leuconostoc

Rodzaj Leuconostoc to ziarniaki zaliczane podobnie jak Lactobacillus do kla-
sy Bacilli i rzedu Lactobacillales. R6znig sie jednak rodzina. Leuconostoc nale-
zy bowiem do rodziny Leuconostocaceae (Moneta i Piatkiewicz, 2010; Jurkowski
i Btaszczyk, 2012; Trojanowska i in., 2009). S3 to gram dodatnie obligatoryjnie
heterofermentatywne mezofile (Trojanowska i in., 2009; Libudzisz, 2013). Nale-
z3 do wzglednuch beztlenowcédw i sa katalazoujemne (Hemme i Foucaud-Sche-
unemann, 2004). Podstawowymi metabolitami wuytwarzanymi przez bakterie
z rodzaju Leuconostoc jest kwas mlekowy (enancjomer D -) oraz alkohol etulo-
wy (Libudzisz, 2013). Bakterie z rodzaju Leuconostoc wystepuja powszechnie na
powierzchni roslin zielonych (Hemme i Foucaud-Scheunemann, 2004). Zastoso-
wanie znajduja w przemusle mleczarskim, gdzie wukorzystywane s3 do produk-
cji mlecznych napojéw fermentowanych, $Smietany, seréw dojrzewajacych czy
masta (Holland, 2011). Niektére szczepy maja zdolnos¢ do wytwarzania ditlen-
ku wegla co powoduje powstawanie dziur w serze (Libudzisz, 2013). Bakterie
z rodzaju Leuconostoc syntetyzuja diacetyl, ktéry odpowiada za charaktery-
styczny ,maslany” zapach (Holland, 2011). Czasami obecno$¢ bakterii rodzaju
Leuconostoc jest niekorzystna. Moga stanowi¢ czynnik powodujacy $luzowace-
nie wyrobéw przemystu cukrowniczego (Hemme i Foucaud-Scheunemann, 2004).

Rodzaj Lactococcus

Rodzaj Lactococcus reprezentuja gram dodatnie bakterie zaliczane, tak jak
i pozostate bakterie fermentacji mlekowej, do klasy Bacilli i rzedu Lactobacil-
lales. W tym przypadku bakterie przynaleza do rodziny Streptococcaceae (Mo-
neta i Piatkiewicz, 2010; Trojanowska i in., 2009). Prowadza homofermentacje
mlekowa i klasyfikowane s3 jako mezofile (Jurkowski i Btaszczyk, 2012; Petrov
i in., 2008). Gtbwnym metabolitem produkowanym przez ten rodzaj bakterii jest
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kwas L (+) mlekowy (Petrov i in., 2008). Lactococcus lactis to gatunek z rodza-
ju Lactococcus, ktéry ma istotne znaczenie w przetwérstwie zywnosci (Petrov
i in., 2008). W najwiekszym stopniu wykorzystywany jest przez przemuyst mle-
czarski, jednak uczestniczy takze w produkcji fermentowanych surowcdw roslin-
nych (Odamki i in., 2011; Libudzisz, 2013). Ponadto gatunek Lactococcus lactis
jest producentem nizyny, stosowanej w przemuysle spozywczym jako konser-
want zywnosci (Jurkowski i Btaszczuk, 2012; Dz. U. nr 232 poz. 1525). Dodatkowo
stwierdzono jego pozutywne oddziatuwanie na przezywalnos¢ bakterii z rodzaju
Bifidobacterium (Yonezawa i in., 2010).

2.4 Wykorzystanie bakterii fermentacji mlekowej w prze-
mysle spozywczym

Bakterie fermentacji mlekowej znajdujg zastosowanie w przetwdrstwie
zywnosci od setek tysiecy lat. Pierwotnie, ludzie nie zdawali sobie sprawy, ze
to wtasnie drobnoustroje s3 odpowiedzialne za powstawanie réznego rodzaju
produktéw (Czarnecki i Czarnecka, 2006). Obecnie mikroorganizmy sa szeroko
wykorzystywane we wszystkich gateziach przemystu spozywczego. Dzieki nim
uzyskujemy obszerny asortyment artukutéw spozywczych o specuficznych ce-
chach smakowo-zapachowych oraz pozytywnum wptywie na funkcjonowanie
organizmu cztowieka (Babuchowski i Wzorek, 2003). Bakterie fermentacji mle-
kowej wystepuja w mlecznych napojach fermentowanuych, a takze w wedlinach
(Chabtowska i in. 2009). Najczesciej kultury bakterii fermentacji mlekowej doda-
wane sg do surowca poddawanego obdrce w postaci starterdéw, zawierajacych
doktadnie wyselekcjonowane szczepy o okreslonym dziataniu (Jurkowski i Btasz-
czyk, 2012). Czasami prowadzona jest fermentacja spontaniczna przy udziale
mikroorganizméw naturalnie bytujacych w surowcu, jednak w tym przypadku
nie ma petnego nadzoru nad przebiegiem procesu, co z kolei moze uniemozliwi¢
uzyskanie serii wyrobdw o identycznych wtasciwosciach (Zareba i Ziarno, 2011).
Aczkolwiek nierzadko autochtoniczny zespét drobnoustrojéw surowca wprowa-
dzany jest do kultur starterowych (Chabtowska i in. 2009). Bakterie fermentacji
mlekowej wytwarzajg wiele metabolitéw, ktére wykazuja dziatanie konserwuja-
ce w stosunku do zywnosci. Przyktadem moze bu¢ produkowany przez nie kwas
mlekowy, ktéry znacznie obniza pH $rodowiska, co z kolei zapobiega rozwojowi
niepozadanych drobnoustrojéw. Istotne znaczenie ma takze nadtlenek wodo-
ru czy bakteriocyny, a w szczegélnosci nizyna. Ponadto bakterie fermentacji
mlekowej zapobiegaja degradacji witamin i zwiekszaja wchtanianie sktadnikow
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odzywczych (Zareba i Ziarno, 2011). Szczegdlne znaczenie maja bakterie fer-
mentacji mlekowej o charakterze probiotykéw, pozwalajace na uzyskanie pro-
duktéw spozywczych o dziataniu prozdrowotnuym (Libudzisz, 2013).

2.4.1 Przemyst mleczarski

Przemyst mleczarski w najwiekszym stopniu wykorzystuje potencjat bak-
terii fermentacji mlekowej. Takze wsrdd konsumentoéw, wyroby tego typu ciesza
sie duza popularnoscig tym bardziej, ze cechuje je duza réznorodnos¢ (Nowak
i in., 2007). Wystepuja zaréwno w postaci statej jak i ptynnej. Do najbardziej
popularnych artykutéw przemystu mleczarskiego, ktére mozemuy spotkac w po-
staci statej naleza réznego rodzaju sery zétte oraz ser biaty. Natomiast wsréd
ptunnych nalezy wskaza¢ kefir, maslanke, kumuys, jogurt, ukwaszone mleko
(Babuchowski i Wzorek, 2003) oraz napoje takie jak biojogurt, mleko acidofil-
ne czy mleko bifidusowe (Grzegorczuk, 2010). Mleczne napoje fermentowane
dzielg sie na cztery generacje. Do pierwszej z nich zaliczamy miedzy innymi
zsiadte mleko uzyskiwane w wyniku spontanicznej fermentacji mikroorganizmoéw
autochtonicznych mleka, czyli bakterii nalezacych gtéwnie do rodzaju Lacto-
bacillus (Libudzisz, 2013). Drugi typ to produkty typu kefir, jogurt czy kumuys.
Produkowane s3 z wuykorzystaniem odpowiednich kultur starterowych (Moj-
ka, 2013). Zaréwno kefir jak i kumys produkuje sie z wykorzystaniem procesu
fermentacji mleczno-alkoholowej. Rdznig sie one przede wszystkim surowcem
z ktérego sa wutwarzane. Kumys tradycyjnie uzyskuje sie z mleka kobylego
badZ wielbtadziego, natomiast kefir z mleka krowiego (Kotozyn-Krajewska i Siko-
ra, 2004; Mojka, 2013). Bakteriami stosowanymi w produkgji kefiru sa najczesciej
bakterie z rodzaju Lactobacillus oraz Leuconostoc, zas do otrzymywania kumysu
najpopularniejszy jest gatunek Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus (Stan-
kiewicz, 2009). Tymczasem, aby uzyska¢ popularny jogurt dodawane do mleka
s gatunki Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus (Babuchowski
i Wzorek, 2003). Napoje lll generacji oprécz wspomnianuch wczesniej gatunkdéw
zawieraja bakterie probiotyczne jak Lactobacillus casei (Mojka, 2013). Na rynku
konsument moze tatwo rozpozna¢ napoje nalezace do Il generacji, poniewaz
w nazwie posiadaja przedrostek ,bio” (Kotozyn-Krajewska i Sikora, 2004). Czwar-
ta generacja mlecznych napojéw fermentowanych to ta, do ktérej zalicza sie
mleko acidofilne i mleko bifiusowe. Produkowane s3 wytacznie z zastosowaniem
bakterii fermentacji mlekowej o potencjale probiotycznym (Jatosirska, 2007).
Mleko acidofilne uzyskujemy dzieki 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
przemystu mleczarskiego o konsystencji statej, uzyskuje sie przez dodatek sta-
rannie dobranych kultur starterowych. Swoje zastosowanie maja one gtéwnie
przy produkcji seréw zéttych dojrzewajacych i seréw biatych. W serach twardych
wystepuja paciorkowce z rodzaju Lactococcus (Libudzisz, 2013). W zaleznosci od
rodzaju sera stosuje sie dodatkowo inne bakterie fermentacji mlekowej, na przy-
ktad pateczki z rodzaju Lactobacillus, a takze pleénie i drozdze (Babuchowski
i Wzorek, 2003). W produkcji sera biatego wukorzystuje sie gtéwnie paciorkowce
Lactococcus lactis, ktére s odpowiedzialne za proces koagulacji mleka (Babu-
chowski i Wzorek, 2003).

2.4.2 Fermentowane surowce roslinne

Zarbwno owoce jak i warzywa stanowia niezbedny element diety kazde-
go cztowieka. Dostarczaja wielu sktadnikéw odzywczych, koniecznych do pra-
widtowego funkcjonowania organizmu (Babuchowski i Wzorek, 2003). Zaleca
sie ich spozywanie w ilosci pieciu porcji dziennie, stanowiacuch tacznie okoto
400 gram. Mowa tu o surowych warzywach, ktére krétko zachowujg Swiezos¢
i bardzo szybko ulegaja zepsuciu (Lada, 2008). Dlatego szuka sie sposobdéw na
przedtuzenie ich trwatosci. Jedna z takich metod jest fermentacja mlekowa su-
rowcow roslinnych (Babuchowski i Wzorek, 2003). Taka forma ich utrwalania jest
akceptowana przez konsumentéw, ze wzgledu na potwierdzone bezpieczenstwo
spozycia i wyjatkowe cechy sensoryczne a takze aspekt zwigzany z tradycja
(Trzaskowska, 2013). Oprécz dziatania konserwujacego, fermentacja prowadzo-
na przez bakterie mlekowe pozwala na uzyskanie nowych grup produktdéw nie
tylko o atrakcyjnuch cechach sensorycznych, ale takze o wuysokiej zawartosci
witamin, przeciwutleniaczy i innych waznych zwigzkéw, ktdére w przypadku in-
nego typu utrwalania, np. obrébki termicznej moga ulega¢ degradacji (Zareba
i Ziarno, 2011). Najczesciej na drodze fermentacji mlekowej surowcéw roslinnych
uzyskuje sie produkty kiszone. Najwieksza popularnoscia w naszym kraju ciesza
sie kiszone ogoérki i kapusta, nierzadko mozna tez spotkac¢ kiszone buraki (Ba-
buchowski i Wzorek, 2003). W Polsce i wielu innych krajach, fermentacji poddaje
sie takze soki owocowe i warzywne. Produkty te zyskuja caty czas na popu-
larnosci, ze wzgledu na problem zwigzany z nietolerancja laktozy spotukana
u czesci populacji oraz rosnaca liczbe oséb stosujacych diete weganska (Zareba
i Ziarno, 2011). Coraz czesciej utrwalanie przez zakwaszanie jest wykorzysty-
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wane przy produkcji paszy dla zwierzat w gospodarstwach ekologicznych. W ten
sposdb pasza jest zabezpieczana przed rozwojem niepozadanych grup drobno-
ustrojow, a jej spozycie wptywa korzystnie na stan odzywienia zwierzat (Zielinska
i in., 2013). Przy produkcji kiszonek wykorzystuje sie na ogét drobnoustroje natu-
ralnie zasiedlajace surowce (Libudzisz, 2013). Zwykle w tych procesach uczestni-
cz3a takie gatunki jak Lactobacillus brevis czy Lactobacillus plantarum (Trojanow-
ska iin., 2009), a takze Leuconostoc mesenteroides. W kapuscie nierzadko obecne
s3 gatunki Lactococcus lactis oraz Lactobacillus pentoaceticus (Babuchowski
i Wzorek, 2003). Natomiast w przypadku sokéw przygotowuje sie odpowiednia kul-
ture starterowa. Jej sktad zalezy od rodzaju przetwarzanych owocéw i warzyw,
jednak najczesciej sa to szczepy zaliczane do probiotykéw (Zareba i Ziarno, 2011).
Jak juz wczesniej wspomniano, bakterie fermentacji mlekowej wptywaja pozytyw-
nie na jakos$¢ uzyskanych produktéw korncowych. Gtéwne dziatanie konserwuja-
ce wykazuje kwas mlekowy bedacy produktem metabolizmu bakterii fermentacji
mlekowej (Chabtowska i in. 2009). Jego dziatanie zwigzane jest bezposrednio ze
zwiekszeniem kwasowosci srodowiska (Lada, 2008). Powstaje on w wuyniku prze-
mian weglowodandéw. Ponadto nadaje kiszonkom rzeski smak, zatrzymuje rozwdj
drobnoustrojéw patogennuch w jelitach przy jednoczesnej stymulacji wzrostu
drobnoustrojéw pozadnych (Chabtowska i in. 2009). Oprécz tego fermentowane
surowce roslinne moga zawierac zwiekszong ilo$¢ witamin w poréwnaniu z surow-
cami, z ktérych zostaty otrzymane (Szydtowska i Kotozyn—Krajewska, 2010). Uzu-
skuja réwniez charakterystyczny zapach i co wazne, sa to produkty o obnizonej
kalorucznosci (Szydtowska i Kotozyn—Krajewska, 2010).

2.4.3 Fermentacja pieczywa

Najczesciej pieczywo produkuje sie z maki pszennej oraz zytniej. W Polsce
najwiekszym uznaniem cieszy sie chleb z maki mieszanej, tj. pszenno-zytniej (Cha-
btowska i in. 2009). W przypadku produkcji pieczywa pszennego gtéwna role od-
grywaja drozdze i prowadzona przez nie fermentacja alkoholowa. Natomiast bak-
terie kwasu mlekowego przyczyniaja sie do powstawania pieczywa zytniego oraz
wyrobdéw otrzymywanych z wykorzystaniem mak niechlebowych, jak np. owies czy
jeczmien. Réznice te wynikajg ze swoistych cech obu mak (Babuchowski i Wzo-
rek, 2003; Reps, 2003). Bakterie fermentacji mlekowej, a doktadniej produkowane
przez nie metabolity, decyduja o specyficznych cechach smakowo-zapachowych,
a takze wptywaja na poprawe wartosci odzywczej i lepsza przyswajalnos¢ sktadni-
kéw mineralnych (Piasecka-JéZwiak i in., 2006). Do produkgji pieczywa zytniego czy
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mieszanego stosuje sie specjalnie wyselekcjonowane kultury starterowe (Kawka
i in., 2007). Rzadko wuykorzystuje sie jedynie mikroorganizmy autochtoniczne mak
(Piasecka-Jézwiak i in., 2006). W sktad kultur starterowych stosowanych w pro-
dukgji pieczywa zytniego oraz mieszanego przewaznie wchodza pateczki z rodzaju
Lactobacillus oraz drozdze, przy czym ich stosunek liczbowy wynosi 100:1 (Reps,
2003). Tylko ich synergistyczne dziatanie pozwala na otrzymanie pieczywa wy-
sokiej jakosci. Szczegdlne znaczenie maja gatunki Lactobacillus sanfranciscensis
i Lactobacillus plantarum. Pierwszy z nich hydrolizuje maltoze, drugi wptywa na
sprezystos¢ i wytrzymatos¢ migzszu (Libudzisz, 2013). Oprécz tego w sktad kultur
starterowych wchodza gtéwnie bakterie z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus czy
Leuconostoc (Piasecka-Jézwiakiin., 2006). Bakterie mlekowe maja za zadanie ukwa-
szenie ciasta, co oprécz nadania charakterystucznego smaku, gwarantuje takze
pozadana strukture otrzymanego wyrobu (Libudzisz, 2013). Na popularnosci caty
czas zyskuje pieczywo zawierajace w swoim sktadzie zboza niechlebowe. Zaréwno
owies, jak i jeczmier maja bardzo korzystne oddziatywanie na zdrowie cztowieka,
zwtaszcza przy istniejacych juz nieprawidtowosciach (Rozmierska i in., 2013; Kawka
i in., 2007).

2.5 Gtowne metabolity bakterii fermentacji mlekowej
Kwas mlekowy

Kwas mlekowy jest metabolitem wutwarzanym przez bakterie fermenta-
cji mlekowej (Strus, 1998). Jego charakterystyczne dziatanie polega na zakwa-
szaniu $rodowiska. Obnizone pH wptywa hamujaco na rozwdj niepozadanych
drobnoustrojéw w produktach spozywczych (Slizewska i in., 2006). Jego silne
dziatanie konserwujace jest skutecznie wykorzystywane w przetwérstwie mie-
snym i owocowo-warzywnym (Walczycka, 2005; Trojanowska i in., 2009). Sta-
nowi substancje dodatkowa, prawnie dozwolong do stosowania w zywnosci i
okreslana symbolem E 270 (Dz. U. nr 232 poz. 1525). Najbardziej pozadany w pro-
dukcji przemystowej jest enancjomer kwasu mlekowego L(+) (Libudzisz, 2013).
Wutwarzany jest on gtdéwnie przez homofermentatywne bakterie fermentacji
mlekowej nalezace do rodzaju Lactobacillus (Babuchowski i Wzorek, 2003), a w
szczegblnosci gatunki Lactobacillus casei i Lactobacillus delbruckii (Trojanowska
i in., 2009). Jako surowce do produkcji kwasu mlekowego stosuje sie na ogot
glukoze, sacharoze oraz odpady z przemystu cukrowniczego i serowarskiego
(Libudzisz, 2013).
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Dekstrany

Dekstrany zaliczane do a-D-glukandw sa produkowane przez bakterie fermen-
tacji mlekowej, nalezace do egzopolisacharydéw bakteryjnych (Gérska i in., 2007).
Produkowane s3 przez bakterie fermentacji mlekowej nalezace do rodzajéw Strep-
tococcus oraz Leuconostoc, gtéwnie gatunku Leuconostoc mesenteroides (Quader
i in., 2005). Niestety dekstran wutwarzany przez bakterie fermentacji mlekowej
z rodzaju Leuconostoc wptywa negatywnie na wtasciwosci sokéw dufuzyjnych, stad
tez unika sie obecnosci tych bakterii w przemysle cukrowniczym (Libudzisz, 2013).

Bakteriocyny

Bakteriocyny to kolejne produkty metabolizmu gram dodatnich bakte-
rii fermentacji mlekowej (Steinka, 2009), ktére zostaty podzielone na cztery kla-
su. Najpopularniejsza z nich jest nalezaca do pierwszej klasy, czyli do lantybio-
tykédw — nizyna (Jurkowski i Btaszczyk, 2012). Substancja ta jako jedyna sposrdd
wszystkich bakteriocyn posiada status GRAS, potwierdzajacy jej bezpieczen-
stwo uzycia. W Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 22 listopada 2010 roku
w sprawie dozwolonych substancji dodatkowych z pdZniejszymi zmianami z dnia
22 kwietnia 2011 roku, nizuna zostata okreslona jako konserwant o symbolu
E 234. Zamieszczono w nim réwniez informacje o jej maksumalnej dozwolonej dawce
w poszczegdlnych produktach zywnosciowych (Dz. U. nr 232 poz. 1525; Dz. U.
nr 91 poz. 525). Ogélnie zwigzki te nie stanowia zagrozenia dla zdrowia cztowie-
ka, poniewaz sa hydrolizowane przez enzymy przewodu pokarmowego do tatwo
przyswajalnych i nieszkodliwych aminokwaséw (Gwiazdowska i Trojanowska, 2005).
Bakteriocyny posiadaja silne wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, dzieki czemu
znajdujg zastosowanie w wielu gateziach przemuystu spozywczego, na przyktad
w przemysle fermentacyjnym oraz mleczarskim (Jurkowski i Btaszczyk, 2012). Maja
réwniez wtasciwosci zapobiegajace rozwojowi grzybéw strzepkowych (Gwiazdow-
ska i Trojanowska, 2005; Steinka, 2009). Warto zaznaczy¢, ze w przetwérstwie mie-
snym oprécz nizyny wykorzystywane sg takze bakteriocyny takie jak reuteryna,
laktocyna czy sakacyna. Podstawowy kierunek ich wukorzystania to hamowanie
rozwoju Listeria monocytogenes (Walczycka, 2005). Gtéwnymi producentami bak-
teriocyn na skale przemystowa sa bakterie z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus,
a takze Leuconostoc. Tylko bakteriocyny wytworzone przez bakterie fermenta-
cji mlekowej traktowane sg przez przemyst spozywczy jako nieszkodliwe (Stein-
ka, 2009). Za produkcje nizyny odpowiedzialne s3g paciorkowce Lactococcus lactis

22

Living Food Quality®



(Gwiazdowska i Trojanowska, 2005). Nizyna wykazuje dziatanie hamujace na rézne-
go rodzaju bakterie zaréwno nalezace do bakterii fermentacji mlekowej, jak i tupo-
we patogeny zywnosci, w tum bakterie z rodzaju Salmonella, Listeria czy Clostri-
dium. W przypadku tych ostatnich dodatkowo uniemozliwia wytwarzanie przez nie
przetrwalnikéw (Stonska i Klimuszko, 2010).

2.6 Preparaty probiotyczne

Probiotyki wedtug obecnie obowiazujacej definicji ustalonej przez FAO/WHO to
zywe drobnoustroje, ktére wywieraja pozytywne oddziatywanie na organizm konsu-
menta (Nowak i in., 2010). Do probiotukéw zaliczamy bakterie fermentacji mlekowej
naturalnie bytujace w przewodzie pokarmowym cztowieka, z ktérego s3 izolowa-
ne (Libudzisz, 2004). Najwazniejsze dziatanie prozdrowotne probiotykéw opiera sie
0 zasiedlanie przewodu pokarmowego, zwiekszanie odpornosci organizmu, minimali-
zacje negatywnych skutkdéw przyjmowania antybiotykdw, jak na przyktad wystepo-
wanie biegunek, zapobieganie hipercholesterolemii czy produkcji enzymu rozktada-
jacego laktoze, co jest szczegblnie korzystne dla oséb cierpigcych na nietolerancje
tego dwucukru. Ponadto przypisuje im sie takze dziatanie przeciwnowotworowe
(Steinka, 2011; Heczko i in., 2005; Jach i in., 2013). Preparaty te oddziatujg takze
na organizmy zwierzat, dlatego nierzadko znajduja zastosowanie w ich skarmianiu
(Reps, 2003). Aby szczep moégt zostac uznany za probiotyczny, konieczne jest na-
ukowe udowodnienie jego prozdrowotnych wtasciwosci (Libudzisz, 2013). Aktualnie
sg one potwierdzone dla niewielu gatunkéw bakterii, gtéwnie zaliczanych do rodza-
jéw Lactobacillus i Bifidobacterium. Najbardziej rozpowszechnione w przemysle spo-
zywczym s szczepy Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium lactis Bb-12, Lacto-
bacillus johnsonii LA1, Lactobacillus acidophilus CRL639, Lactobacillus casei Shirota,
a takze Streptococcus thermophilus i inne (Jach i in., 2013; Heczko i in., 2005).
Najczesciej dodawane s3 do mlecznych napojéw fermentowanych (Libudzisz,
2013), ale zasieqg ich uzycia caty czas sie powieksza. Nierzadko wystepuja w pro-
duktach pochodzenia roslinnego, na przyktad réznego rodzaju sokach (Zareba
i Ziarno, 2011). Takze przemyst miesny prowadzi badania nad ich wykorzystaniem
w produkcji wedlin (Staruch i Walczycka, 2011). Do pozywienia s3 dodawane w po-
staci liofilizatéw (Jack i in., 2013). Dla prawidtowego dziatania bakterii fermentacji
mlekowej o charakterze probiotykéw wazna jest ich liczbebnos¢ oraz sposdb obrébki
technologicznej. Przyjmuje sie, ze minimalna liczba zywych bakterii probiotycznych
w gotowym produkcie to 108 jtk/g lub ml produktu (Trafalska i Grzybowska, 2004).
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3. WYNIKI BADAN JAKOSCI | BIOFUNKCJONALNOSCI
PRODUKTOW PROBIOTYCZNYCH

- 3.1 Ocena jakosci produktow
probiotycznych

Jednym z kluczowych czynnikéw,
ktéry decyduje o komercyjnym sukcesie
produktu jest jego jakos¢. W przypadku
ptunnych produktéw probiotycznych
0 jakosci decyduje liczebnos¢ drobno-
ustrojéw w catym okresie przydatnosci
do spozycia, ich witalnos¢, a takze za-
chowane cechy sensoryczne produktu.

3.1.1 Liczebnos¢ drobnoustrojow w naszych produktach

Odpowiednia liczebnos$¢ drobnoustrojéw probiotycznych w produkcie wa-
runkuje jego biofunkcjonalno$¢, a takze decuduje o jego pozucji runkowej.
W przedsiebiorstwie Living Food sp. z 0.0. preznie dziata laboratorium mikrobio-
logiczne. Warto zaznaczy¢, ze od roku 2018 zostato ono znacznie rozbudowane.
Nowoczesne wyposazenie i fachowa kadra codziennie czuwa nie tylko nad ja-
koscig produktéw, ale takze nad stanem higienicznym catego zaktadu. Anali-
zy mikrobiologiczne naszych produktéw sa wykonywane zaréwno w kierunku
drobnoustrojéw pozadanych jak bakterie z rodzaju Lactobacillus, bakterie z ro-
dzaju Bifidobacterium, ale takze w kierunku drobnoustrojéw niepozadanych jak
drozdze, plednie, bakterie z rodzaju Salmonella sp., bakterie z rodzaju Listeria
sp. czy pateczki z grupy coli. Produkty s3 analizowane juz na etapie produkcji
(namnazanie i stabilizacja produktu), a takze po zakoficzonym bioprocesie oraz
wybibérczo, na etapie magazynowania.

Metodyka

Liczebnos¢ drobnoustrojéw oznaczamy metoda zalewowa Kocha. Dzie-
sie¢ gramoéw proby jest zawieszanych w 90 ml 0,9% roztworu soli fizjologicznej
i energicznie wytrzasanych. Z powstatej zawiesiny komérek wykonanywane sa
rozcienczenia dziesietne od 107" do 108, Z wybranych rozciefczen pobierany jest
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1 ml roztworu i nanoszony na jatowe ptytki Petriego. Nastepnie ptytki sg za-
lewane uptynnionymi i odpowiednio schtodzonymi pozywkami: MRS agar, BSM
agar, PD agar, agar wzbogacony z glukozg. Do oznaczania drobnoustrojéow pa-
togennych wykorzystywane s3a uznawane metody normatywne. Po zestaleniu
podtoza, préby sa inkubowane przez 48-72 h w temperaturze odpowiedniej dla
danej grupy drobnoustrojéw. Hodowle bakterii fermentacji mlekowej i drozdzy
prowadzone s3 w warunkach tlenowych, natomiast bakterii z rodzaju Bifidobac-
terium w warunkach beztlenowych z wykorzystaniem anaerostatéw.

Wyniki
BAKTERIE Z RODZAJU BAKTERIE Z RODZAJU
LACTOBACILLUS BIFIDOBACTERIUM
min. 2.0x107 jtk/g min. 2.0x107 jtk/g
Whioski

e Sktad jakosciowo-iloSciowy naszych produktéw spetnia wumagania sta-
wiane produktom probiotycznym.

3.1.2 Ocena makroskopowa kolonii bakterii probiotycznych

Fenotyp kolonii bakterii swiadczy o ich stanie fizjologicznym, w tym wi-
talnosci. Ponadto kazda grupa drobnoustrojéw charakteryzuje sie okreslonym
typem wzrostu zaréwno w podtozach ptynnych, jak i w podtozach statuch. Wie-
loletnie doswiadczenie i wnikliwa obserwacja fenotupu kolonii bakterii nierzadko
pozwala nam scharakteryzowac stan fizjologiczny drobnoustrojéw, ktére ja two-
rza. Kolonie dobrze widoczne, o intensywnej barwie i typowym zapachu $wiad-
cz3 o dobrej kondycji drobnoustrojéw. Kolonie niewielkich rozmiaréw, drobne,
stabo widoczne moga $wiadczy¢ o tym, ze drobnoustroje, ktére wchodza w jej
sktad zostaty narazone na stres Srodowiskowy albo na etapie hodowli, albo
w trakcie wykonywania oznaczenia. Stan fizjologiczny komérek drobnoustrojéw
probiotycznych nie jest bez znaczenia. Nawet gdy ich liczebnos$¢ w produkcie
jest wystarczajaca, to staba witalnos¢ moze w konsekwencji uniemozliwi¢ spet-
nienie pozadanej funkcji w organizmie. Rdznice w fenotypie kolonii bakterii po-
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zyskanych z ptynnych produktéw probiotycznych i liofilizatéw dobrze obrazuje
ostatnia fotografia w tym podrozdziale.

W przyzaktadowym laboratorium mikrobiologicznym prowadzimy wnikli-

we obserwacje kolonii bakterii oraz samych komoérek podczas obserwacji mikro-
skopowych, co pozwala nam dokona¢ oceny kondycji drobnoustrojéw zaréwno

w trakcie procesu produkcyjnego, jak i w czasie przechowywania gotowych produktéw.,
Metodyka

Do makroskopowej oceny mikroorganizméw wykorzystujemy metode po-
siewu redukcyjnego na agarze MRS lub podtozu BSM agar. Szczegdblna uwage
zwracamy na pojedyncze kolonie w trzeciej i czwartej strefie posiewu. W opisie
kolonii brane sa pod uwage takie wskazniki jak wielkos¢, srednica, ksztatt, brzeg,
powierzchnia, przejrzystosé, barwa, otoczenie kolonii i charakter wzrostu.

Z wybranych pojedynczych kolonii wykonywane s3a preparaty mikrosko-
powe, ktére nastepnie sa barwione metoda Grama. Obserwacje s3 prowadzone

w jasnym polu, w mikroskopie firmy Zeiss, w powiekszeniu 1000 razy.

Wyniki

Tab. Ocena mikroskopowa bakterii na podstawie barwienia metodq Grama

Charakterystyka kolonii

Gatunek/szcze Morfologia w 200 mL Katalaza .
Z P 9 na podtozu statym
Lactobacillus rhamnosus GG Laseczki gram dodatnie tafcuszki MLE(Z”? N DS, L ENEIS,
wrosniete w podtoze
Lactobacillus rhamnosus LRO4 Laseczki gram dodatnie tancuszki MLECZHQ - B, e @nai,
wrosniete w podtoze
Lactobacillus rhamnosus LRO5 Laseczki gram dodatnie tancuszki MLQCZHC,’ - Rl {ezkoyvate,
wrosniete w podtoze
. A q o a q Mleczno - biate, tezkowate,
Lactobacillus acidophilus LA1 Laseczki gram dodatnie tancuszki o
wrosniete w podtoze
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus LB2 Laseczki gram dodatnie tancuszki ® MLE(Z”? - B, @ euEi,
wro$niete w podtoze
Lactobacillus plantarum LP02 Laseczki gram dodatnie tancuszki MLECZHQ - bz, @i,
wrosniete w podtoze
Lactobacillus plantarum LPO1 Laseczki gram dodatnie tancuszki MLQCZHC,’ - e, {ezkoyvate,
wrosniete w podtoze
A q o a q Mleczno - biate, tezkowate,
Lactobacillus fermentum LF 2 Laseczki gram dodatnie tancuszki

Bifidobacterium breve BL10

Bifidobacterium breve Bbr8

Bifidobacterium longum BLO3

Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bi 1 MDX

Pateczki gram dodatnie

Pateczki gram dodatnie

Pateczki gram dodatnie

Pateczki gram dodatnie

tancuszki, palisady

tancuszki, palisady

tancuszki, palisady

tancuszki, palisady

wrosniete w podtoze
Drobne okragte kolonie,
brunatno-czerwone
Drobne okragte kolonie,
brunatno-czerwone z biatg
otoczka
Drobne okragte kolonie,
brunatno-czerwone z biatg
otoczka

Drobne okragte kolonie,
brunatno-czerwone z biata
otoczka

Streptococcus thermophilus Z57 Ziarniaki gram dodatnie paciorki Drobne, okragte, biate
Streptococcus thermophilus 9Y Ziarniaki gram dodatnie paciorki Drobne, okragte, biate
Lactobacillus casei 101/37 Laseczki gram dodatnie tancuszki Y ltzeans - [BiE, i e,
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Fot. Wzrost kolonii bakterii na podtozu statym Fot. Obraz mikroskopowy bakterii Lactobacillus
a) Lactobacillus b) Bifidobacterium rhamnosus GG (ATCC 53103)
(powiekszenie mikroskopu 1000 x)

Fot. Obraz prezentujqcy réznice pomiedzy fenotypem kolonii drobnoustrojéw probiotycznych

A'i B — kolonie pochodzace z produktéw liofilizowanych, C - kolonie pocho-
dzace z produktéw ptynnych

Whnioski

«  Drobnoustroje wchodzace w sktad produktéw charakteryzuja sie cecha-
mi typowymi dla grupy do ktérej przynaleza.

3.1.3 Profil metabolitow drobnoustrojow probiotycznych
obecnych w naszych produktach

Kazda grupa drobnoustrojéow charakteryzuje sie okreslonym profilem me-
tabolitéw, ktéry wynika z ich metabolizmu. Drobnoustroje pobieraja sktadniki
odzywcze z podtoza w celu zachowania proceséw zyciowych, w tym rozmna-
zania. Metabolizujac sktadniki pozywki syntetyzuja metabolity takie jak kwasy
organiczne, alkohole czy glicerol. Metabolity wydzielane na zewnatrz komorki
sa wuykorzystywane przez drobnoustroje zdolne do ich produkgji, jako element
systemu chronigcego komérke lub zapewniajgcego homeostaze. Obecnos¢ me-
tabolitéw drobnoustrojéw probiotycznych w gotowych produktach ma istotne
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znaczenia w aspekcie ich biofunkcjonalnosci, a takze gwarantuje ich stabilnos¢
i trwatos¢. Gtéwnymi metabolitami drobnoustrojéw probiotycznych jest kwas
mlekowy, octowy i propionowy, stanowigce produkty homo- i heterofermenta-
cji mlekowej. Najsilniejszymi wtasciwosciami hamujacymi rozwéj drobnoustro-
jow charakteryzuje sie kwas octowy. Skutecznie hamuje wzrost bakterii, plesni
i drozdzy. Dziatanie kwaséw organicznych w znacznym stopniu polega na obniza-
niu pH $rodowiska do poziomu niekorzystnego dla patogendw, a takze na zabu-
rzaniu proceséw metabolicznych zachodzacych w komérkach drobnoustrojéw nie-
pozadanych oraz transportu aktywnego przez btony komérkowe. Innym waznym
metabolitem jest diacetyl. Jest to lotny, niepolarny diketon powstajacy z rozktadu
pirogronianu. Wytwarzany jest przez niektére szczepy z rodzaju Lactobacillus,
Leuconostoc oraz Streptococcus. Wykazuje wtasciwosci bakteriobdjcze wzgledem
niektérych gram-ujemnych bakterii przez inaktywacje szlaku metabolicznego
argininy. W warunkach tlenowych bakterie mlekowe produkujg takze nadtlenek
wodoru, ktérego obecno$¢ stanowi efekt dziatania oksydazy flawoproteinowej
oraz peroksydazy NADH. Zwigzek posiada silne wtasciwosci antymikrobiologicz-
ne, polegajace na denaturacji enzyméw komédrkowych i peroksydacji lipidow
btonowych, tym samuym prowadzac do zaburzenia czynnosci bton komérkowych
oraz zatrzymania wielu szlakéw metabolicznych. Kolejnym istotnym metabolitem
jest ditlenek weqla, ktéry stanowi produkt uboczny heterofermentacji mlekowej,
a wykazuje dziatanie bakteriobdjcze, szczegélnie przeciwko bakteriom gram-ujem-
nym. Bakteriocyny sa substancjami o charakterze biatkowym lub peptydowym,
suntetyzowanymi przez wiekszos¢ szczepdw bakterii, zaréwno gram-dodatnich
oraz gram-ujemnych. Sunteza bakteriocyn ma miejsce w rybosomach, a bakterio-
cynogenne mikroorganizmy s3 odporne na wytwarzane przez siebie substancje.

Metodyka

Sktad ilosciowy i jakosciowy produktéw probiotycznych oznaczano technika wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z wykorzystaniem chromatografu
Agilent Technologies 1200 series. W sktad uktadu chromatografu wchodzit: automa-
tyczny podajnik préb G1329B, podwdéjna pompa G1312B z detektorem refraktometrycz-
nym G1362A. Rozdziatu dokonywano na kolumnie Rezex ROA. Na kolumne nanoszono
10 pl préby, faze ruchomg stanowit 0,005 N H,SO,. Szybkos¢ przeptywu wynosita
0,6 ml/min w temperaturze 40°C. Identyfikacje oznaczanych zwigzkéw chemicznych prze-
prowadzono metoda standardu zewnetrznego, mierzac pole powierzchni pod pikami (po-
miar i integracja komputerowa z zastosowaniem ChemStation for LC 3D systems, Agilent).
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Wyniki

B kwas mlekowy B kwas jabtkowy kwas octowy kwas propionowy
M kwas izomastowy B kwas mastowy B kwas heksanowy B kwas ioktanowy
B kwas dodekanowy M aldehyd octowy M octan etylu M n-propanol

Rys. Profil metabolitéw wchodzqcych w sktad produktéw probiotycznych

W produktach probiotycznych stwierdzono obecnos¢ 11 zwigzkéw wyka-
zujacych biofunkcjonalnosci i antyseptyczne wtasciwosci: 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 Aktywnos¢ antymikrobiologiczna drobnoustrojow i ich
metabolitow obecnych w produktach wzgledem mikroorgani-
zmow wskaznikowych

Aktywnos¢ antagonistyczna bakterii  probiotycznych jest sciSle zwigzana
z synteza specyficznych produktéw hamujgcych wzrost niepozadanych drob-
noustrojéow (m.in. kwaséw organicznych), ktére dziatajg synergistycznie. Nale-
7y zaznaczyé, ze aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa bakterii jest cecha szcze-
pozalezna, wuynikajaca ze specyficznej interakcji miedzy szczepem bakteryjnym
a szczepem wskaznikowym. Mechanizm aktywnosci antagonistycznej bakterii pro-
biotycznych nie jest doktadnie poznany. Przypuszcza sie, ze polega on na zmianie
warunkoéw srodowiska pod wptywem wytwarzania kwaséw organicznych i innych me-
tabolitéw niekorzystnych dla wzrostu drobnoustrojéw niepozadanych. Do takich czyn-
nikéw srodowiskowych naleza: temperatura, pH, sktad podtoza, przy ktérych bakterie
mlekowe wytwarzaja produkty o aktywnosci przeciwgrzybowej i przeciwbakteryjnej.
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Metodyka

W celu oznaczenia antagonizmu produktéw zawierajacych drobnoustro-
je probiotyczne wzgledem mikroorganizméw wskaZznikowych przeprowadzo-
no badania, ktére obejmowaty przygotowanie mikroorganizméw wskaznikowych
i badanie aktywnosci izolatéw metoda studzienkowa.

W testach wuykorzystano mikroorganizmy wskazZnikowe wumienione w ta-
beli ponizej. Szczepy wskaZnikowe przeniesiono do probdéwek zawierajacych
10 ml podtoza bulionowego z dodatkiem 2% glukozy (w celu namnozenia biomasy).
Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Nastepnie w celu uzy-
skania wyraznej warstwy murawkowej, uptunnione podtoze agarowe zaszczepiono
10% (v/v) 24-godzinng hodowla kultury wskaZnikowej i wylano na ptytki Petriego.
Na powierzchnie statej pozywki zaszczepionej mikroorganizmami wskaZnikowymi
nanoszono punktowo 20 plL badanego produktu. Inkubacje prowadzono w 37°C przez
24 godziny, w warunkach beztlenowych lub wzglednie beztlenowych. Nastepnie
mierzono $rednice strefy zahamowania lub ograniczenia wzrostu bakterii wskazni-
kowych. Zahamowanie wzrostu mikroorganizmu wskaZnikowego, przejawiajace sie
catkowitym przejasnieniem wokdt miejsca naniesienia ptynu hodowlanego $wiad-
czyto o aktywnosci bakteriobdjczej badanego szczepu. O wtasciwosciach bakterio-
statycznych orzekano na podstawie zmniejszenia gestosci murawki (ograniczenie
wzrostu szczepu wskaznikowego).

Wyniki
Tab. Aktywnos¢ antymikrobiologiczna produktéw wobec drobnoustrojéw wskaznikowych
Produkt Produkt
Lp. Mikroorganizmy wskaznikowe probiotyczny* 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
1 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

Legenda: * produkt probiotyczny zawierajgcy biomase bakterii probiotycznych wraz z ich metabolitami
** ptyn pofermentacyjny pozbawiony biomasy bakterii probiotycznych
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Fot. Przeciwdrobnoustrojowy wptyw produktu probiotycznego na plesnie z rodzaju
Fusarium (A) i Alternaria (B) i bakterie z rodzaju Clostridium (C) i E. coli (D)

Whnioski

«  Produkty probiotyczne wykazuja najwieksza aktywnos¢ antybakteryj-
na wobec bakterii z gatunku Listeria monocytogenes, Escherichia coli
i Salmonella typhimurium.

e Produkty probiotyczne wykazuja najwieksza aktywnos¢ antygrzybowa
wobec drozdzy z gatunku Candida albicans.

*  Najwieksza aktywnos¢ antymikrobioloiczna wykazuja produkty probio-
tyczne zawierajgce biomase bakterii probiotycznych wraz z ich meta-
bolitami.

3.1.5 Stabilnos¢ jakosciowa produktow probiotycznych w cza-
sie przechowywania

Jakos$¢ oraz unikatowe cechy smakowe i zapachowe s3 gtéwnymi aspekta-
mi, dzieki ktéorym konsumenci decyduja sie na nasze produkty. Aby zachowat
przewage jakosciowa, nieodzowne jest utrzymanie czystosci mikrobiologicznej,
stosowanie wysokiej jakosci ekologicznych surowcéw, wykorzystanie w proce-
sie produkcujnym unikatowych zestawéw bakterii probiotycznuch, a takze za-
chowanie odpowiednich cech jakosciowych do kornca terminu przydatnosci do
spozycia. W przypadku produkcji ptunnych produktéw probiotycznych kluczowe
jest zachowanie reziméw higieniczo-sanitarnych na wszystkich etapach produk-
cji, a takze precyzujne kontrolowanie warunkéw procesu produkcyjnego zgodnie
z unikatowa receptura.

Kazdy produkt spozywczy ma okreslony termin przydatnosci do spozycia.
W zwiazku z tym jest wazne, aby prowadzac badania zyskac wiedze jak zmienia
sie i na ile jest trwaty produkt w trakcie przechowywania. W przypadku pro-
duktéw zawierajacych drobnoustroje probiotyczne kluczowym wskaZznikiem jest
liczba bakterii z pozadanych grup.
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Metodyka

Produkty przechowywano w komorach starzeniowych firmy Q-Lab przez
okres 3 miesiecy. Nalezy wskaza¢, ze warunki wygenerowane w komorach sta-
rzeniowych to efekt zoptymalizowanych ale mimo wszystko sztucznych para-
metroéw fizycznych (temperatura, wilgotnos¢ itp.) na ktére narazony jest badany
produkt. W zwiazku z powyzszym wyniki badan nad produktami przetrzymywa-
nymi w komorach starzeniowych moga nieco rézni¢ sie od tych przechowywa-
nych warunkach rzeczywistych.

Analize mikrobiologiczna wykonywano w interwatach czasowych, ktére od-
powiadaty przechowywaniu w warunkach rzeczywistych w czasie: 1 miesiac po
produkgji (t,), 3 miesigce po produkcji (t,), 6 miesiecy po produkgji (t.) i 12 mie-
siecy po produkgji (t,,). Analizy mikrobiologiczne produktéw byty wykonywane
w kierunku: ogélnej liczby drobnoustrojéw psychrofilnych i mezofilnych, ogdlnej
liczby plesni i drozdzy psychrofilnych i mezofilnych, liczby bakterii fermentacji
mlekowej, liczby bakterii z rodzaju Bifidobacterium, obecnosci i liczby bakterii
przetrwalnikujacych (w tym z rodzaju Bacillus), obecnosci i liczby bakterii bez-
tlenowych (w tym z rodzaju Clostridium), obecnosci bakterii z gatunku Listeria
monocytogenes, obecnosci bakterii z rodzaju Salmonella i obecnosci bakterii
z grupy coli.

Wyniki

1,00€ + 09
® Lactobacillus © Bifidobacterium
1,00€ + 08

1,00€E + 07
1,00E + 06
1,00E + 05
1,00€E + 04
1,00€E + 03
1,00€E + 02
1,00E + 01
1,00E + 00
0 1 3 6 12

Czas (miesiac)

Rys. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzqcych w sktad produktu probiotycznego
w czasie przechowywania w warunkach chtodniczych
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Czas (miesiac)

Rys. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzgcych w sktad produktu probiotycznego
w czasie przechowywania w temperaturze pokojowej

Whnioski

e Produkty probiotyczne charakteryzuja sie zadowalajaca stabilnoscia
mikrobiologiczng w czasie ich przechowywania.

e Ro&znice liczebnosci drobnoustrojow w czasie przechowywania sa wi-
doczne w 12 miesiacu od dnia produkcji. Wyniki sugeruja przechowywa-
nie produktu w warunkach chtodniczych.

W badanych produktach nie stwierdzono obecnosci drobnoustrojow
z rodzaju Salmonella, Listeria i Bacillus (zaraz po produkgji jak i w trak-
cie przechowuwania).

« W badanych produktach probiotycznych nie stwierdzono obecnosci
plesni.

3.2 Ocena biofunkcjonalnosci naszych produktow probiotycz-
nych

Promowany w ostatnich latach zdrowy stul zycia przejawia sie gtéwnie
dbatoscig o zdrowie i podejmowaniem aktywnosci fizycznej. Ma to zapewnic
dtuzsze zycie w optymalnej kondycji psychofizycznej. W zwigzku z tym zwieksza
sie zapotrzebowanie na suplementy diety i zywnos$¢ o najwyzszej wartosci zy-
wieniowej, a dodatkowo o okreslonych wtasciwosciach prozdrowotnych. Wsrdd
pozostatych przyczyn rosnacego zapotrzebowania na zywnos¢ wzbogacona
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o dodatkowe komponenty majace na celu poprawe jej waloréw zdrowotnych
i smakowych nalezy wymieni¢ w szczegdlnosci: starzenie sie spoteczenstwa,
wzrost kosztéw opieki medycznej i spotecznej, wzrost czestosci wystepowania
dietozaleznych schorzen chronicznych, rozwdéj wiedzy dotyczacej biologicznie
aktywnuch, tzw. nieodzywczych sktadnikéw zywnosci i ich fizjologicznego od-
dziatywania na organizm cztowieka, wzrost sity nabywczej konsumentéw w kra-
jach rozwinietych/rozwijajacych sie, rozwdj technik i technologii przetwérstwa
surowcoéw spozywczych, dostepnos¢ nowych bioaktywnych sktadnikéw zyw-
nosci (nutraceutykéw) i sytuacja przemystu zywnosciowego w krajach rozwi-
nietych. Dzisiejszy konsument zdaje sobie sprawe, ze nie tylko zdrowa dieta,
ale i aktywnos¢ fizyczna pozytywnie wptuwa na ich wyglad i samopoczucie.
W zwigzku z tym rosnie zapotrzebowanie na produkty, ktére wspieraja wy-
dolnos¢ fizyczng, dodaja energii czy tez utatwiaja redukcje wagi. Aby sprostac
oczekiwaniom konsumentéw, w obecnej chwili wiele liczacych sie na rynku firm
spozywczych podazajac za rozwijajgcym sie trendem prozdrowotnym, planuje
wprowadzi¢ do swojego asortymentu produkty, ktére charakteryzowatyby sie
pozytywnym wptywem na organizm cztowieka.

3.2.1 Wptyw trawienia in vitro na liczebnos¢ drobnoustrojow
probiotycznych obecnych w produktach

Jednum z fundamentalnych elementéw oceny biofunkcjonalnosci pro-
duktéw sa badania majgce na celu ocene stabilnosci i efektywnosci dziatania
substancji aktywnuch, soli mineralnych, mikroorganizméw w warunkach suy-
mulujacych przewdd pokarmowy. Z uwagi na trudnosci w dostepie do tresci je-
litowych in vivo, rozwiniete zostaty badania nad modelami umozliwiajacymi ba-
danie trawienia i wchtaniania w warunkach in vitro. Modele te sg duzo szybszym
i tanszym sposobem w poréwnaniu z badaniami prowadzonymi na zwierzetach.
W publikacjach naukowych opisano badania, w ktérych wykorzystano mniej lub
bardziej zautomatyzowane modele przewodu pokarmowego in vitro. Te najbardziej
zaawansowane modele przewodu pokarmowego s3 monitorowane komputerowo,
gdzie oprécz requlacji pH i dodatku odpowiednich enzumdéw, imitowane sa ruchy
perystaltyczne i wchtanianie przez $ciany jelit. Znane sa tez badania, w ktérych
trawienie w przewodzie pokarmowym prébowano symulowal przez stworzenie
odpowiednich warunkéw w prostych naczyniach laboratoryjnych. Badanie biodo-
stepnosci sktadnikéw pokarmowych i lekéw w warunkach naturalnych jest bardzo
utrudnione, na co decydujacy wptyw ma trudny dostep do Swiatta przewodu po-
karmowego cztowieka, szczegdblnie na odcinku jelita cienkiego. Stosowanie modeli
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in vitro, symulujacych mniej lub bardziej doktadnie uktad pokarmowy cztowieka
wptyneto na szybki rozwéj badan naukowych. Zadania, ktére stanowia wyzwanie
dla dzisiejszej biotechnologii dotycza badan nad zaleznosciami pomiedzy kilko-
ma elementami aplikowanumi (np. antybiotyki, mikroorganizmy probiotyczne) do
przewodu pokarmowego w warunkach in vitro. Ponadto badania nad interakcjami
pomiedzy mikrobiomem jelitowym (tym prawidtowym i dysfunkcyjnym) a substan-
cjami aktywnymi biologicznie w warunkach in vitro przewodu pokarmowego stano-
wig wazna, cho¢ przysparzajaca trudnosci analitycznych zaleznose.

Metodyka

W badaniach nad wptywem trawienia na drobnoustroje probiotyczne wcho-
dzace w sktad naszych produktéw wukorzystano model przewodu pokarmowego
in vitro. Nadrzednym celem przeprowadzonych prac byto okreslenie kinetyki zmian
liczebnosci bakterii wchodzacych w sktad produktéw probiotycznych w zaleznosci
od stosowanej matrycy zywnosciowej. Uktad eksperymentalny stanowit fermen-
tor o pojemnosci 1 L (Sartorius - Polska). Temperatura uktadu eksperymentalnego
byta utrzymywana na poziomie 37°C.

W trakcie prowadzonych prac wykorzystano bufor PBS o pH 7.4 (symulacja
pustego zotadka) i nosniki w postaci matryc zywnosciowych: preparat mleko za-
stepczy Nutramigen, stosowany w alergii na biatko mleka krowiego, bogaty w sub-
stancje odzywcze (oleje roslinne, hydrolizat kazeinu, sktadniki mineralne, witami-
ny); nieklarowany sok jabtkowo-marchwiowy Bobo Frut - bogate Zrédto btonnika
(2 9/300 ml); kleik ryzowy BoboVita — produkt skrobiowy. Skrobia ryzowa jest naj-
tatwiej przyswajalng przez organizm skrobig oraz wykazuje dziatania prebiotyczne.

Fot. Uktad doswiadczalny — model trawienia in vitro
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W pierwszej kolejnosci przygotowano mieszanine produktu probiotyczne-
go z buforem PBS lub produktu probiotycznego z wybrana matryca zywienio-
wa (P1)*. Tak przugotowana prébe badawcza poddano pierwszemu etapowi tra-
wienia in vitro, ktéry miat na celu sumulacje warunkéw panujacych w zotadku.
W tym celu do mieszaniny imitujgcej ptun zotadkowy dodano pepsyne w ilosci 300
U/ml i obnizono pH do wartosci 4.0 za pomoca 1 M HCL. Etap prowadzono przez
4 h w temp. 37°C (P2)*. Ruchy perystaltyczne imitowano przez mieszanie zawiesi-
Ny przy uzyciu mieszadta magnetycznego. Kolejny etap miat na celu odwzorowa-
nie warunkéw panujacych w jelicie cienkim. W tym celu pH ptynu wyregulowano
do wartosci 6.0, stosujgc 1T M NaHCO,. Nastepnie dodano 10 ml ekstraktu trzustko-
wo-jelitowego (P3)*. Kolejny etap polegat na podniesieniu pH do 7.4 przez dodanie
1 M NaHCO,. Ten etap prowadzono przez 2 h (P4)*. W celu symulacji pasazu pro-
duktu przez jelito grube pH podniesiono do wartosci 8.0 za pomocg 2 M NaHCO,.
Dalsze trawienie prowadzono w warunkach beztlenowych przez 18 h (P5)*.
*P=punkt pomiarowy

Analize mikrobiologiczng przeprowadzono z zastosowaniem metody zalewo-
wej Kocha. Oznaczano dwie grupy drobnoustrojéw - bakterie z rodzaju Lactoba-
cillus i bakterie z rodzaju Bifidobacterium.

Wyniki

W pierwszym etapie badan analizowano wzrost bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus i bakterii z rodzaju Bifidobacterium w buforze PBS. Zadaniem buforu PBS jest
utrzymanie wartosci pH na statym poziomie. Wyniki prowadzonych badan przed-
stawiono w tabeli ponizej. Poczatkowo (P1), liczba bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus wynosita 1.9x108 jtk/g, a bakterii z rodzaju Bifidobacterium 2.6x108 jtk/g. Po
4 h inkubacji liczebno$¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus obnizyta sie do wartosci
2.6x107 jtk/g, podobnie jak bakterii z rodzaju Bifidobacterium 1.4x107 jtk/qg. W ko-
lejnym etapie, symulujgcym srodowisko jelita cienkiego w obecnosci soku trzust-
kowo-jelitowego liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus znéw ulegta obnizeniu do
wartosci 7.8x10° jtk/g. Natomiast liczba Bifidobacterium wynosita na tym etapie
4.7x107 jtk/g. W kolejnym punkcie pomiarowym (P4), liczba bakterii z rodzaju Lac-
tobacillus ulegta podwyzszeniu do wartosci 8.5x107 jtk/g, natomiast obnizuta sie
liczba Bifidobacterium (3.5x10° jtk/g). Po zakonczeniu etapu symulujgcego pasaz
przez jelito grube (P5), liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus buta zblizona do tej
w etapie P4 i wynosita 9.6x107 jtk/g. Natomiast liczba Bifidobacterium wzrosta do
wartosci 7.6x107 jtk/g.
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Tab. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzgcych w sktad produktu
probiotycznego w czasie pasazu zotgdkowo-jelitowym

Liczba bakterii

Punkt pomisrowy Czas inkubacji pH Liczba bakterii 2 rodzaju
(h) fermentacji mlekowej D R
P1 0 4.0 1.9x108 jtk/g 2.6x10%jtk/g
P2 4 4.0 2.6x107 jtk/g 1.4x107 jtk/g
P3 1.4 6.0 7.8x10°jtk/g 4.7x107 jtk/g
P4 2 7.4 8.5x107 jtk/g 3.5x10%jtk/g
P5 18 8.0 9.6x107 jtk/g 7.6x107 jtk/g

W kolejnym etapie badan analizowano wptyw dodatku matrycy zywienio-
wej, preparatu Nutramigen na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus i bakterii
z rodzaju Bifidobacterium. Wyniki prowadzonych badan zaprezentowano w ta-
beli ponizej. Poczatkowo (P1), liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus wynosita
1.4x108 jtk/g, a bakterii z rodzaju Bifidobacterium 2.2x108 jtk/qg. Po 4 h inkubacji
liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus wzrosta do wartosci 7.2x10° jtk/g. Wzrost
liczebnosci zaobserwowano réwniez dla bakterii z rodzaju Bifidobacterium, a ich
liczba wynosita 3.4x10° jtk/g. W kolejnym etapie symulujacym srodowisko jeli-
ta cienkiego w obecnosci soku trzustkowo-jelitowego liczba bakterii z rodzaju
Lactobacillus ponownie ulegta podwyzszeniu, do wartosci 8.5x10° jtk/g. Podob-
na obserwacja dotyczyta bakterii z rodzaju Bifidobacterium, ktéruch liczba na
tym etapie eksperymentu wynosita 5.2 x10° jtk/g. W kolejnym punkcie pomiaro-
wym (P4), liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus ulegta obnizeniu do wartosci
9.6x108 jtk/g, natomiast podwyzszyta sie liczba Bifidobacterium (7.7x10° jtk/q).
Po zakonczeniu etapu symulujgcego pasaz przez jelito grube (P5), liczba bakterii
z rodzaju Lactobacillus znéw wzrosta i wynosita 2.6x10° jtk/g, natomiast liczba
Bifidobacterium utrzymata sie na poziomie zblizonym do liczby w etapie P4 i wy-
nosita 7.5x10° jtk/g. Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia mozna wy-
wnioskowa¢, ze preparat Nutramigen zapewnit bardzo dobre warunki do wzrostu
i namnazania zaréwno bakterii z rodzaju Lactobacillus, jak i bakterii z rodzaju
Bifidobacterium. Zapewne matryca zywnosciowa o tak bogatym sktadzie (su-

Tab. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzgcych w sktad produktu probiotycznego
w czasie pasazu zotgdkowo-jelitowego w obecnosci preparatu Nutramigen

Czas inkubacji Liczba bakterii piezbalneitell

Punkt pomiarowy pH - . z rodzaju
(h) fermentacji mlekowej Bifidobacterium
P1 0 4.0 1.4x108 jtk/g 2.2x10%jtk/g
P2 4 4.0 7.2x10%jtk/q 3.4x10%jtk/g
P3 1.4 6.0 8.5x10°jtk/g 5.2x10%jtk/g
P4 2 7.4 9.6x108jtk/g 7.7x10%jtk/g
P5 18 8.0 2.6x10%jtk/g 7.5x10%jtk/g
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rop glukozowu, hydrolizat kazeinu, sktadniki mineralne oraz witaminy) spetnita
funkcje ochronna oraz prebiotyczna dla komérek bakterii probiotycznych.

W kolejnym etapie badan analizowano wptyw dodatku, matrycy zywie-
niowej o wysokiej zawartosci btonnika, soku Bobo-Frut, na wzrost bakterii
z rodzaju Lactobacillus i bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Wyniki przepro-
wadzonych badan zaprezentowano w tabeli ponizej. Poczatkowo (P1) liczba
bakterii z rodzaju Lactobacillus wynosita 1.2x108 jtk/g, a bakterii z rodzaju
Bifidobacterium 5.6x108 jtk/g. W kolejnych etapach (P2, P3, P4) liczba bakterii
z rodzaju Lactobacillus byta zblizona do wartosci wyjsciowej. Wzrost zaob-
serwowano w ostatnim etapie (P5), w ktérym liczebnos$¢ bakterii z rodzaju
Lactobacillus wynosita 8.6x108 jtk/g. Wiekszym zmianom ulegta liczba bakterii
z rodzaju Bifidobacterium. Wzrost liczby bakterii tego rodzaju zaobserwowa-
no w etapie (P2), symulujgcym warunki panujgce w zotadku, gdzie ich licz-
ba wynosita 7.4x108 jtk/g. W kolejnym etapie, symulujgcym $rodowisko jeli-
ta cienkiego w obecnosci soku trzustkowo-jelitowego liczba Bifidobacterium
ulegta obnizeniu do wartosci 1.2x10% jtk/g. W kolejnym punkcie pomiarowym
(P4), liczba Bifidobacterium obnizyta sie, a jej warto$¢ byta bliska liczebno-
sci wuyjsciowej i wunosita 5.2x108 jtk/g. Po zakonczeniu etapu symulujgcego
pasaz przez jelito grube (P5) liczba Bifidobacterium zndéw wzrosta i wynosita
8.1x108 jtk/g. Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia mozna wywnio-
skowa¢, ze sok Bobo-Frut, zastosowany jako atrakcujne Zrédto btonnika za-
pewnit dobre warunki do wzrostu i namnazania zaréwno dla bakterii z rodzaju
Lactobacillus, jak i bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Uzyskane po procesie
trawienia in vitro liczebnosci badanych grup drobnoustrojéw byty wyzsze od
wartosci poczatkowych. Fakt ten moze by¢ powigzany ze sktadem tej matru-
cy zywieniowej. W sokach owocowych znajduje sie wiele substancji (btonnik,
biatka i polifenole) majacych dziatanie ochronne w stosunku do drobnoustro-
jow. Ponadto soki warzywno-owocowe maja dziatanie buforujace, co zwieksza
przezywalnos¢ drobnoustrojéw w czasie pasazu przez przewdd pokarmowy.

Tab. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzgcych w sktad produktu probiotycznego
w czasie pasazu zotqgdkowo-jelitowego w obecnosci soku Bobo Frut

Czas inkubacji Liczba bakterii Liczba bakterii

Punkt pomiarowy pH - . z rodzaju
fermentacji mlekowej EeeE e
P1 0 4.0 1.2x108 jtk/g 5.6x108jtk/g
p2 4 4.0 1.6x108jtk/g 7.4x10%jtk/g
P3 1.4 6.0 2.0x10%jtk/g 1.2x108jtk/g
P4 2 7.4 2.2x10%jtk/g 5.2x108jtk/q
P5 18 8.0 8.6x10%jtk/g 8.1x10%jtk/g
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W kolejnum etapie badarn analizowano wptyw dodatku matrycy zywie-
niowej — kleiku ryzowego Bobo Vita na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus
i bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Wyniki przeprowadzonych badan zaprezen-
towano w tabeli ponizej. Poczatkowo (P1), liczba bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus wynosita 3.3x108 jtk/g, a bakterii z rodzaju Bifidobacterium 6.6x108 jtk/g.
W trakcie kolejnych etapéw pasazu drobnoustrojéw w warunkach symulujacych
przewo6d pokarmowy zaobserwowano podobna tendencje zmian liczby bakterii
z rodzaju Lactobacillus oraz bakterii z rodzaju Bifidobacterium. W etapie sy-
mulujacym warunki panujace w zotadku liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus
ulegta niewielkiemu obnizeniu w stosunku do wartosci wyjsciowej i wynosita
2.7x108 jtk/g. Liczebnos¢ Bifidobacterium takze ulegta obnizeniu do warto-
Sci 5.1x108 jtk/g. W kolejnych etapach (P3 i P4), zaréwno liczba bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus i Bifidobacterium obnizata sie, odpowiednio do wartosci
1.3x108 jtk/g (P3), 5.5x107 jtk/g (P4) i 1.7x108 jtk/qg (P3), 5.2x107 jtk/g (P4). Wzrost
liczby badanych drobnoustrojéw zaobserwowano w ostatnim etapie prowa-
dzonego eksperymentu (P5), w ktérym liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus
wynosita 5.8x108 jtk/g, a liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium 6.1x108 jtk/g.
Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia mozna wywnioskowad, ze kleik
ryzowy Bobo Vita nie zapewnit odpowiednio dobruych warunkéw dla wzrostu
i namnazania bakterii z rodzaju Lactobacillus fermentacji mlekowej i bakterii
z rodzaju Bifidobacterium. Uzyskane liczebnosci badanych grup drobnoustrojéw
buty co prawda wyzsze od wartosci poczatkowych, ale i tak nizsze w poréwna-
niu do innych, badanych matryc zywieniowych. Jednak warto podkresli¢ funkcje
ochronng ziaren skrobi, ktéra moze polegac na otaczaniu komérek bakterii, chro-
niac je tym samym przed negatywnum wptywem srodowiska.

Tab. Kinetyka zmian liczby bakterii fermentacji mlekowej wchodzgcych w sktad produktu probiotycznego
w czasie pasazu zotgdkowo-jelitowego w obecnosci kleiku ryzowego Bobo Vita

Czas inkubaciji Liczba bakterii Liczba bakterii

HE LS pemiEeE (h) bl fermentacji mlekowej Bi ﬁtzicczgzz :ium
P1 0 4.0 3.3x10%jtk/g 6.6x10%jtk/g
P2 4 4.0 2.7x108jtk/q 5.1x108jtk/g
P3 1.4 6.0 1.3x10%jtk/g 1.7x108 jtk/g
P4 2 7.4 5.5x107 jtk/g 5.2x10%jtk/g
P5 18 8.0 5.8x10%jtk/g 61x108jtk/g
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Whnioski

* Matryce zywnosciowe petnia funkcje ochronng, a takze prebiotyczna
dla bakterii o potencjale probiotycznym.

*  Sposréd badanych matryc najlepsze warunki dla ochrony zywotnosci,
wzrostu i rozmnazania bakterii wchodzacych w sktad produktéw pro-
biotycznych zapewniat preparat Nutramigen, co jest $cisle zwigzane
z jego bogatym sktadem.

3.2.2 Wptyw drobnoustrojow probiotycznych obecnych
w produktach na prawidtowy mikrobiom jelitowy cztowieka
i mikrobiom w stanie dysbiozy

Zaburzenia w sktadzie mikrobiomu przewodu pokarmowego cztowieka s3 $ci-
$le powigzane ze stylem zycia, dietg i narazeniem na stres. Literatura przedmiotu
wskazuje na duzy postep w badaniach sktadu mikrobiomu jelit i jego wptywu na
choroby autoimmunologiczne, raka jelita grubego, préchnice zebdw, powigzania po-
miedzy mikrobiomem i mézgiem (wptyw na depresje i autyzm). Bada sie tez wptyw
mikrobiomu matki na zasiedlanie organizmu noworodka przez tozysko lub nawet
na przedwczesne porody. Waznym elementem badan jest ocena wptywu zmian
srodowiska na mikrobiom i rozwdj choréb cywilizacyjnych, zwtaszcza na cukrzyce,
otytos¢ i choroby nowotworowe. W 2015 roku oszacowano, ze odporne na anty-
biotyki patogeny powoduja okoto 50.000 zgondw rocznie w Europie i USA, a liczba
ofiar wzrosnie do 10 miliondw zgondw rocznie na catym Swiecie w 2050 r. Dane
te sugeruja, ze zblizamy sie do konca ery antybiotykowej. Antybiotyki, zwtaszcza
beta-laktamowe i fluorochinolony, ktérych stosowanie prowadzi do biegunki i za-
palenia jelita grubego jest $cisle zwigzane ze zmiana sktadu i funkcji mikrobiomu
przewodu pokarmowego. Badania dowiodty, ze pie¢ dni podawania fluorochinolo-
ny spowodowato wyeliminowanie lub sttumienie okoto jednej trzeciej mikrobiomu
w kale po trzech-czterech dniach terapii antybiotykowej (Dethlefsen i in., 2008).
Odbudowanie populacji buto mozliwe w ciggu tygodnia od zakonczenia terapii, jed-
nak ta odbudowa byta niekompletna (Dethlefsen i Relman, 2010). Ponadto rokuje
sie, ze etiologia 15% chordb nowotworowych zwigzana jest z infekcjami bakteryj-
numi. Przyczyna takiej sytuacji moze byc¢ fakt, ze niektére bakterie komensalne
s3 zdolne do przeksztatcania prokarcynogendw w zwigzki uszkadzajgce DNA (np.
etanol, heterocykliczne aminu) lub bezposrednio wytwarzajg karcynogeny (np. fe-
capentaenes), jak réwniez stumuluja wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych
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(np. Enterococcus faecalis), przez co wzrasta ryzyko rozwoju raka jelita grubego.
Coraz wiekszy zwigzek upatruje sie pomiedzy zaburzeniami w sktadzie mikrobiomu
przewodu pokarmowego a otytoscig. Turnbaugh i in. (2006) udowodnili, ze sktad
mikrobiomu jelitowego wptywa na mase ciata. Autorzy przeprowadzili transfer mi-
kroorganizméw z jelit homozygotycznych muyszy otytych ob/ob. (myszy z gene-
tycznie uwarunkowanym brakiem leptyny wynikajacym z mutacji typu nonsens
w 105 kodonie genu ob.) i myszy o prawidtowej masie ciata do jelit myszy ,germ
free” (wolne od wszustkich wykrywalnych mikroorganizméw i pasozytéw). Po
dwdch tygodniach zaobserwowano, ze myszy, ktérym przeszczepiono mikrobiom
od myszy otytych, pozyskiwaty wiecej kalorii z pozywienia i wykazywaty szybsze
odktadanie tkanki ttuszczowej. Dodatkowo zmiany mikrobiomu jelit indukuja stany
zapalne i otytos$¢ przez wptuw na komoérki nabtonka jelitowego, na enteroendokry-
nowe komorki i wydzielanie hormondéw jelitowych jak glukagonopodobne peptudy
112 (GLP-1 1 GLP-2). GLP-1 stumuluje wydzielanie insuliny, op6Znia pasaz pozy-
wienia przez zotadek, wywotuje objaw sytosci i spadek masy ciata, GLP-2 zwieksza
transport glukozy z jelit i obniza przepuszczalnos¢ Sciany jelita. Tak wiec mikro-
biom, dziatajac na enteroendokrynowe komérki, wptywa na metabolizm (Strober,
2013).

Ponadto bakterie jelitowe uczestnicza w dojrzewaniu i wymianie enterocytéw,
immunomodulacji, aktywnosci motorycznej przewodu pokarmowego, metabolizmie
lekéw, rozktadaniu obecnych w pozywieniu toksun i karcynogendéw (np. hetero-
cykliczne aminy, zwiazki N-nitrozowe), fermentowaniu niestrawionych sktadni-
kéw pozywienia, w produkcji niezbednych witamin (K, B12, kwas foliowy, B1, B6),
w recyrkulacji kwaséw zétciowuch (poprzez wytwarzanie hudrolaz kwaséw zétcio-
wych), a takze w ochronie przed kolonizacja jelit przez bakterie patogenne, takie
jak Escherichia coli, Vibrio cholerae, Clostridium spp., Salmonella spp. i Shigella spp.

Metodyka

W pierwszym etapie prac okreslono zmiennos¢ wybranych grup drobnoustro-
jéw wchodzacych w sktad mikrobiomu katowego oséb: zdrowych, aktywnych fi-
zycznie, deklarujacych nie przyjmowanie antybiotukéw (przez okres min. 1 roku),
odzywiajacych sie w sposdb racjonalny i zgodny z podstawowymi zasadami zdro-
wego zywienia, niespozywajacymi alkoholu (préba kontrolna); oséb w wieku powy-
2ej 75-go roku zycia; pacjentéw 2 tygodnie po zakonczonej terapii antybiotykowej;
pacjentéw po zakonczonej chemioterapii i 0séb otutych (BMI>30) i przugotowano
wystandaryzowang zaszczepke symulujaca mikrobiom jelitowy.
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Wuystandaryzowana zaszczepka mikrobiomu jelitowego pochodzita od daw-
cow z powyzej wymienionych grup i zawierata bakterie probiotyczne (z rodzaju
Lactobacillus i Bifidobacterium), bakterie (gtébwnie) stymulujace odpornos¢ (nie-
patogenne E. coli i z rodzaju Enterococcus), a takze mikroflore potencjalnie cho-
robotwoércza (bakterie proteolityczne tzw. gnilne, bakterie z rodzaju Clostridium
i grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida). Obecnos¢ i liczebnos¢ drobnoustro-
jéw z danej grupy byta zréznicowana w zaleznosci od pochodzenia zaszczepki. Do
izolacji i oznaczenia liczby drobnoustrojéw wukorzystano odpowiednie dla danego
rodzaju pozywki mikrobiologiczne.

Analizowane sktadniki mikrobiomu jelitowego cztowieka

Drobnoustroje pozadane Drobnoustroje niepozadane

- Bakterie z rodzaju Lactobacillus - Bakterie proteolityczne
- Bakterie z rodzaju Bifidobacterium - Bakterie laktozo-ujemne E.coli
- Niepatrogenne bakterie z grupy coli - Bakterie z rodzaju Clostridium
- Bakterie z rodzaju Enterococcus sp. - Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida
Wyniki
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Rys. Wptyw produktu probiotycznego na zmiany jakoSciowe i ilosciowe mikrobiomu
Jelitowego o0séb zdrowych

Legenda: stupki niebieskie — liczebno$¢ drobnoustrojéw w wystandaryzowanej zaszczepce
pochodzacej z mikrobiomu jelitowego; stupki czerwone — liczebno$¢ drobnoustrojéw w wystan-
daryzowanej zaszczepce pochodzacej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro w obecno-
$ci produktu probiotycznego
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Whnioski

e Obecnos¢ kwasdéw organicznych w produkcie probiotycznym spowodo-
wata wyrazna redukcje niepozadanych drobnoustrojéw z rodzaju Clostri-
dium i E.coli.

«  Drobnoustroje z innych grup utrzymaty sie na zblizonym poziomie w po-
réwnaniu do zaszczepki, co moze Swiadczy¢, ze mikrobiom pochodzacy
od zdrowych oséb wykazuje wysoka odpornos¢ na kwasy organiczne
i charakteryzuje sie dobra witalnoscia.
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Rys. Wptyw produktu probiotycznego na zmiany jakosciowe i ilosciowe mikrobiomu
jelitowego 0séb starszych

Legenda: stupki niebieskie - liczebno$¢ drobnoustrojéw w wystandaryzowanej zaszczepce
pochodzacej z mikrobiomu jelitowego; stupki czerwone - liczebno$¢ drobnoustrojéw w wystan-
daryzowanej zaszczepce pochodzacej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro w obecnosci

produktu probiotycznego

Whnioski

*  Po zastosowaniu produktu probiotycznego, w sktadzie mikrobiomu jelito-
wego nastapita redukcja wiekszosci oznaczanych grup drobnoustrojéw.

» Ponadto zaobserwowano catkowita eliminacje niepozadanych drobno-
ustrojéow tj. bakterii proteolitucznuch i grzybéw drozdzopodobnuch.

«  Drobnoustroje wchodzace w sktad mikrobiomu jelitowego 0séb starszych
moga cechowac sie obnizona witalnoscia i zwiekszong wrazliwoscia na
kwasy organiczne i polifenole.
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Rys. Wptyw produktu probiotycznego na zmiany jakosciowe i ilosciowe mikrobiomu jelitowego oséb
po zakornczonej antybiotykoterapii

Legenda: stupki niebieskie — liczebno$¢ drobnoustrojéw w wystandaryzowanej zaszczepce
pochodzacej z mikrobiomu jelitowego; stupki czerwone - liczebno$¢ drobnoustrojéw w wystan-
daryzowanej zaszczepce pochodzacej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro w obecno-
$ci produktu probiotycznego

Whnioski

«  Po zastosowaniu produktu probiotycznego zaobserwowano wzrost licz-
by drobnoustrojéw o potencjale probiotycznym.

» Ponadto zaobserwowano redukcje drobnoustrojéow niepozadanych jak
bakterie z rodzaju Clostridium, bakterie proteolityczne, a takze grzyby

drozdzopodobne.
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Legenda: stupki niebieskie — liczebno$¢ drobnoustrojéw w wystandaryzowanej zaszczepce
pochodzacej z mikrobiomu jelitowego; stupki czerwone — liczebno$¢ drobnoustrojéw w wystan-
daryzowanej zaszczepce pochodzacej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro w obecno-
$ci produktu probiotycznego
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Whnioski

» Zastosowanie produktu probiotycznego spowodowato catkowita elimi-
nacje grzubéw drozdzopodobnych.

« Ponadto zaobserwowano redukcje liczebnosci wiekszosci grup drobno-
ustrojow, co moze $wiadczyc¢ o silnym ostabieniu witalnosci mikrobio-
mu, ktéry zostat poddany dziataniu substancji toksucznych (chemiote-

rapeutykow).
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Rys. Wptyw produktu probiotycznego na zmiany jakoSciowe i ilosciowe
mikrobiomu jelitowego 0séb otytych

Legenda: stupki niebieskie — liczebnos¢ drobnoustrojéw w wystandaryzowanej zaszczepce
pochodzacej z mikrobiomu jelitowego; stupki czerwone — liczebno$¢ drobnoustrojéw w wy-
standaryzowanej zaszczepce pochodzacej z mikrobiomu jelitowego po trawieniu in vitro
w obecnosci produktu probiotycznego

Whnioski

e Zastosowanie produktu probiotycznego spowodowato redukcje wszyst-
kich grup drobnoustrojéw za wuyjatkiem bakterii z rodzaju Bifidobacte-
rium i bakterii proteolitycznych.

e Wozrost liczby bakterii z rodzaju Bifidobacterium jest korzystny, ponie-
waz prowadzi do wyréwnania jakosciowo-ilosSciowego pomiedzy grupa
Firmicutes (bakterie z rodzaju Lactobacillus) a Bifidobacteriales.
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3.2.3 Ocena zdolnosci adhezji drobnoustrojéw probiotycznych obecnych
w produktach do komérek nabtonka w modelu in vitro - badania na liniach
komérkowych

Zdolno$¢ adhezyjna mikroorganizméw probiotycznych do komérek nabton-
ka jelitowego jest jedna z kluczowych cech drobnoustrojéw wymagana do ich
pdZniejszego prozdrowotnego dziatania na organizm cztowieka. Umozliwia ona
bezposredni kontakt bakterii probiotycznuych z komérkami gospodarza, a takze
wydtuza czas ich przebywania w uktadzie pokarmowym. Dlatego tez, obok ba-
dan nad wrazliwoscia na wptyw niskiego pH czy obecnos¢ soli zétciowych oraz
enzymow trawiennych, jest to jeden z podstawowych wyktadnikéw efektywno-
$ci dziatania preparatéw probiotycznych.

Metodyka

Oprécz produktéw probiotycznych do badan wuykorzystano linie komé-
rek CaCo-2 wyizolowanych z ludzkich komérek nowotworu okreznicy oraz
linie HT-29 z gruczolakoraka jelita grubego. Obie linie komérek pochodzity
z Amerykanskiej Kolekcji Kultur Komérkowych (ATCC). Kombérki nabtonka je-
litowego CaCo-2 i HT-29 hodowano w pozywce DMEM, zawierajgcej dodatek
niezbednych aminokwaséw i gentamycyne. W pierwszej kolejnosci pobrano
odpowiednig objetos¢ zawiesiny komdrkowej stanowiacej produkt probiotycz-
ny, zawierajacy 6.0x108 jtk/ml bakterii. Cato$¢ uzupetniono pozywka DMEM
i antybiotykiem. Hodowle komérek CaCo-2 i HT-29 prowadzono w inkubatorze
w temperaturze 37°C i atmosferze gazowej zawierajgcej 4% CO, i 96 % powie-
trza, dokonujac wymiany pozywki co 24 h. Hodowle prowadzono przez 21 dni
dla kultury Caco-2 i 14 dni dla kultury HT-29. Liczbe komérek CaCo-2 i HT-29
oznaczano pod mikroskopem. Przed wukonaniem testu, komoérki CaCo-2i HT-
29 przemywano roztworem PBS i wprowadzano pozywke DMEM zawierajaca
komorki bakterii probiotycznych. Hodowle inkubowano przez 2,5 h w tem-
peraturze 37°C. Nastepnie do kazdego dotka dodawano roztwér Triton X-100
i prowadzono lize komérek CaCo-2 i HT-29. Lizaty przenoszono do probéwek
typu Eppendorff i wirowano. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w soli
fizjologicznej. Z wybranych rozciefczen wykonywano posiewy w trzech réw-
nolegtych powtérzeniach. Hodowle prowadzono w pozywce MRS z 2% dodat-
kiem agaru w temperaturze 35°C przez 48-72 h.

52

Living Food Quality®



Wyniki

Do oznaczenia wtasciwosci adhezyjnych szczepéw probiotycznych wchodzg-
cych w sktad produktéw probiotycznych wykorzystano 21-dniowa hodowle komé-
rek CaCo-2 i 14-dniowa hodowle komérek nabtonka jelita grubego HT-29. S3 to naj-
czesciej stosowane modele komérkowe wykorzystywane do oznaczania zdolnosci
adhezyjnych mikroorganizméw. Po zakohczeniu pasazu jelitowego, oznaczono licz-
be komérek bakteryjnych zwigzanych z komdérkami nabtonka jelitowego. Zdolnos¢
adhezyjna bakterii probiotycznych wyrazono jako poziom adhezji, czyli liczbe ko-
morek mikroorganizméw zwigzanych ze 100 komérkami komérek linii CaCo-2 i HT-29.

Tabela ponizej przedstawia wyniki zdolnosci adhezujnej drobnoustrojéow pro-
biotycznych wchodzacych w sktad produktu po procesie trawienia w jelicie cienkim.
Uzyskane wyniki wskazuja najwieksze powinowactwo do komérek nabtonka pre-
paratu bakteryjnego z dodatkiem matrycy zywnosciowej w postaci mleka zastep-
czego. Liczba bakterii zwigzanych ze 100 komérkami nabtonka jelitowego wunosita
odpowiednio dla CaCo-2 258 i dla HT-29 409. Najmniejszg zwigzang liczbe komoérek,
tak samo jak w przypadku analizy prowadzonej z wykorzystaniem komérek linii
CaCo-2, zaobserwowano dla produktu bez zastosowania matrycy zywnosciowej.
W tym ostatnim wariancie w przeciwienstwie do innych (z wykorzystaniem matrycy
zywnosciowej) zaréwno z wykorzystaniem linii CaCo-2, a takze HT-29 liczba zwigza-
nuch komérek zmalata po inkubacji w warunkach imitujacych proces trawienia w je-
licie cienkim. Poréwnujac takze liczbe bakterii zwigzanych ze 100 komérkami CaCo-2
i HT-29 mozna stwierdzi¢, ze komorki wchodzace w sktad produktu probiotycznego
maj3 wieksze powinowactwo do komérek linii HT-29. Zestawiajgc proby z najwieksza
liczba komdrek bakterii ulegajgcych adhezji do komérek CaCo-2 i HT-29 zauwazyc
mozna, iz okoto 100 komérek wiecej ulega procesowi adhezji z komdérkami linii HT-29.

Tab. Liczba bakterii probiotycznych zwigzanych ze 100 komérkami HT-29 oraz CaCo-2
po procesie trawienia in vitro

Linia komérkowa CaCo-2 HT-29
Liczba zwigzanych bak- Liczba zwigzanych bak-
Wskaznik adhezji terii/100 CaCo-2 terii/100 HT-29
Produkt probiotyczny 110 501
- bez dodatku matrycy zywnosciowej
Produkt probiotyczny z dodatkiem matrycy
. o ) 258 409
zywnosciowej - mleko zastepcze
Produkt probiotyczny z dodatkiem matrycy
. il . 210 293
zywnosciowej - Bobo Frut
Produkt probiotyczny z dodatkiem matrycy 523 354

zywnosciowej - kleik ryzowy
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Te same wnioski wyciagna¢ mozna z wyznaczonego na poczatku analiz
procentowego stopnia adhezji, co przedstawia rysunek ponizej. Parametr ten
opisuje wartos¢ stosunku liczby komérek bakteryjnych, ktére ulegty adhezji do
liczby wszystkich wprowadzanych komérek. Uzyskane wyniki stopnia adhezji
wskazuja réwniez, iz bakterie probiotyczne wchodzace w sktad produktu po-
siadaja wysoka zdolnos¢ przylegania do modelowych komérek nabtonka linii
HT-29. Wartos¢ ta uzalezniona jest od zastosowanej w eksperymencie matry-
cy zywnosciowej. Wyraznie najwieksza efektywnos¢ adhezji zauwazyé mozna
w probie, ktéra wzbogacono matryca zywnosciowa w postaci mleka zastepcze-
go. Najmniejszy stopien adhezji do komérek HT-29 widoczny jest dla wariantu,
w ktérym produkt byt poddawany eksperymentom bez matrycy zywnosciowej.
Stopien adhezji komérek bakteryjnych do linii CaCo-2 utrzymuje sie na niskim
poziomie okoto 6% we wszystkich czterech badanych wariantach.

Whnioski

Najwyzszy poziom adhezji drobnoustrojéw z dodatkiem matrycy zywno-
Sciowej w postaci mleka w proszku jest zwigzany z obecnoscia w tym produkcie
szeregu substancji ochronnych. Jak juz wspominano, mleko zastepcze jest bo-
gate w wiele substancji o charakterze ochronnym w tym poliole, disacharyduy,
polisacharydy, aminokwasy, a takze hydrolizaty biatkowe, sktadniki mineralne,
sole kwaséw organicznych i wiele innych. W omawianej pracy najefektuwnej-
szg ochrone wtasciwosci adhezyjnych wykazato mleko zastepcze, gdzie liczba
bakterii ulegajacych adhezji do komérek linii CaCo-2, a takze HT-29 byta naj-
wieksza. Warto wspomnie¢, ze mleko jest powszechnie stosowang substancja
w celu ochrony przezywalnosci oraz cech funkcjonalnych komérek bakteruj-
nych. Jest ono naturalnym $rodowiskiem dla bakterii fermentacji mlekowej,
takze ze wzgledu na zawartos¢ biatek, licznych witamin i sktadnikéw mineral-
nych, ale przede wszystkim laktozy bedacej substratem dla tych drobnoustro-
jow. Zawarta w mleku laktoza, tworzac wigzania wodorowe z biatkami btony
komérkowej zwieksza takze jej stabilnos¢. Ponadto mleko dzieki pojemnosci
buforowej zmniejsza kwasny odczyn $rodowiska zotadkowego, przyczyniajac
sie tym samum do obnizenia $miertelnosci komérek bakterii probiotycznych
w trakcie pasazu jelitowego.
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Rys. Stopieri adhezji niestrawionych bakterii probiotycznych przed pasazem jelitowym (%)
3.3 Podsumowanie

Niniejsze opracowanie stanowi zestawienie jedynie wubranuch wynikéw
prowadzonych przez nas prac. Prezentuje kluczowe aspekty zwigzane z jakoscia
i biofunkcjonalnoscia naszych produktéw probiotycznych wskazujac ich wujat-
kowe cechu.

Living Food Sp. z o.0. jest jedna z nielicznych firm produkujacych prepa-
raty probiotyczne bedaca w posiadaniu tak szerokiego zakresu wynikéw prac
nad wtasnymi produktami.

SIEDZIBA FIRMY

Living Food Sp. z 0.0., 66-320 Trzciel, ul. Graniczna 15
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Nasza firma ma swoja siedzibe w budynku o powierzchni okoto 500 m?, ktéry
zostat podzielony na trzy gtdéwne czesci. Pierwsza to czes¢ biurowa, zajmuja-
ca najmniejsza powierzchnie i petnigca funkcje administracyjna. Druga to czesd
laboratorujna, ktérej przestrzen jest podzielona na stanowiska do prowadze-
nia bioproceséw w skali pétprzemystowej, stanowiska analityczne, inkubatornie
i pomieszczenie techniczne. Trzecia to czes¢ technologiczna. Ta najwieksza po-
wierzchniowo czes¢ przedsiebiorstwa stanowi pie¢ pomieszczen, ktére stuza do
obrébki wstepnej i przygotowania surowcéw, proceséw sterylizacji, przygoto-
wania kultur starterowych drobnoustrojéw, prowadzenia procesu namnazania
i fermentacji, prowadzenia proceséw separacyjnych, konfekcjonowania, etykie-
towania i przejéciowego magazynowania. Magazyn wyrobdéw gotowych znajduje
sie w Trzcielu, w obiekcie przy PL. Zjednoczenia Narodowego 13.

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

Nasza firma oraz produkty posiadaja liczne wyréznienia, w tym:

«  Nagroda Gospodarcza Marszatka Wojewddztwa Lubuskiego 2022 — 2 miejsce
w kategorii INNOWACYJNE MALE PRZEDSIEBIORSTWO, za najciekawsze inno-
wacje wprowadzone na rynek w latach 2019 - 2021

e Dobra Firma 2021, w kategorii Najlepszy Pracodawca wojewddztwa lu-
buskiego, firma mata — nagroda Zwigzku Przedsiebiorcéw i Pracodawcdw

* Laur Konsumenta 2020 w kategorii ,Naturalne preparaty wspomagajgce
odpornos¢ dla dorostych”

«  POLSKA NAGRODA JAKOSCI nadana przez Krajowa Izbe Gospodarcza

* Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii im. Prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu

e Tytutinagroda ,Orzet Agrobiznesu 2018” nadany przez Agencje Promo-
cyjno-Wydawniczg EMS

* Nagrode Polska Nagroda Innowacyjnosci 2018 nadang przez Polska
Agencje Przedsiebiorczosci

e Wuyréznienie | stopnia w konkursie XVI edycji ,Wielkopolska Nagroda
Jakosci” za wdrazanie koncepcji zarzadzania przez jakos$¢

« Certyfikat ogélnopolskiego Programu Promocyjnego ,Docen Polskie”

« Certyfikat nadany przez Wielkopolski Instytut Jakosci za doskonalenie
swoich produktéw w zakresie jakosciowym w ramach projektu ,Budo-
wanie i wdrozenie proinnowacuyjnych ustug optymalizacji za MSP opar-
tuch na zintegrowanym systemie eksperckim”

e Certufikat nadany za zajecie | miejsca w konkursie produktéw spozyw-
czych ,Nasze Dobre Lubuskie”

e STATUETKA ,Przyjaciel Fundacji” Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii im. prof.
Zbigniewa Religi

ODKRYCIE
L, 2020
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