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Summary

The aim of this work was the determination of the ability of four commer-
cial starter cultures of mesophilic lactococci to cholesterol assimilation during
24-hours-long culture in MRS broth medium at 30°C. The tested starter cul-
tures showed various ability to assimilate cholesterol from culture medium
varying from 10,4 + 156% to 29,8 = 522%. The results of this study proved
the existence of significant differences in cholesterol assimilation ability be-
tween commercial starter cultures of mesophilic lactococci, and also even be-
tween individual repetitions for the same culture. The best cholesterol-assimi-
lating starter culture of mesophilic lactococci was used for the production of
sour cream, that was stored at 5-6°C for 14 days and tested in respect of mi-
crobiological (number of lactococci) and physicochemical properties (pH,
titrable acidity, fat acidity, cholesterol content). During the 14-day refrigerat-
ing storage, the number of lactococci and pH did not change. Titrable acidity
and fat acidity increased negligible. After the 14-day refrigerating storage, the
decrease of the cholesterol content was observed. The decrease of cholesterol
content in sour cream was over 35% in comparison with cholesterol content in
sweet cream used for sour cream production and stored for 14 days at the
same conditions as sour cream.
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1. Wstep

Zdolnos¢ redukowania poziomu cholesterolu w zywnosci oraz w zywych organi-
zmach, jest jedng z prozdrowotnych wiasciwosci, przypisywanych niektorym bakte-
riom fermentacji mlekowej. Od lat 70. ubiegtego stulecia prowadzone sg badania,
dotyczace wptywu spozywania produktéw fermentowanych lub zawierajacych doda-
tek bakterii fermentacji mlekowej, na obnizenie stezenia cholesterolu we krwi u lu-
dzi i zwierzat (1-6). Z kolei, na podstawie przeprowadzonych badan in vitro dowie-
dziono, ze niektdre bakterie mlekowe aktywnie usuwajg cholesterol z modelowych
podtéz hodowlanych. Pojawity sie przypuszczenia, ze podobna redukcja ilosci cho-
lesterolu moze mie¢ miejsce w produktach mleczarskich, fermentowanych z udzia-
tem bakterii fermentacji mlekowej, ktére tym samym moga in vivo wywierac opisany
efekt hipocholesterolemiczny. jako najbardziej prawdopodobny mechanizm takiego
oddziatywania bakterii fermentacji mlekowej podaje sie wigzanie cholesterolu do
komorek (asymilacje do Sciany komdérkowej lub przytaczanie do btony komérkowej)
w warunkach in vitro i in vivo. Inne mechanizmy, jak obnizanie poziomu cholesterolu
na skutek jego wytrgcania (koprecypitacji) z wolnymi kwasami zétciowymi, badz
w wyniku wytworzenia pewnych substancji, ktére moga wywiera¢ wptyw na poziom
lipidow we krwi (np. krotkotaricuchowych kwasow ttuszczowych lub egzopolisacha-
rydéw), czy tez dekoniugacji kwasdw zotciowych, dzieki aktywnosci wytwarzanej
przez niektore bakterie mlekowe hydrolazy soli zétci (BSH, ang. bile salt hydrolase),
w dalszym ciggu pozostajg w strefie hipotez naukowych, wymagajacych potwierdze-
nia w doswiadczeniach in vivo (7-13).

Wiekszos¢ badan nad wigzaniem cholesterolu przez bakterie fermentacji mle-
kowej dotyczy gtdwnie szczepow probiotycznych, gdyz to one znajdujg sie
w waskim kregu zainteresowan mikrobiologéw, biotechnologéw zywnosci, a tak-
ze zaktadow farmaceutycznych. W wielu badaniach in vitro wskazuje sie, ze zdol-
no$¢ wiagzania posiadajg réwniez ,tradycyjne” bakterie mlekowe, mezofilne i ter-
mofilne, wchodzace w skiad kultur starterowych stosowanych do produkcji fer-
mentowanych artykutdw spozywczych, jednakze, jak dotad nie wszystkie kultury
starterowe bakterii fermentacji mlekowej, stosowane w mleczarstwie, zostaty pod
tym katem przebadane.

Celem pracy byto okre$lenie zdolnosci mezofilnych paciorkowcéw mlekowych,
bedacych sktadnikami przemystowych kultur starterowych stosowanych w mleczar-
stwie, do wiazania cholesterolu w podtozu hodowlanym oraz redukcji jego poziomu
w fermentowanej $mietanie.
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2. Materiaty i metodyka

2.1. Kultury starterowe i ich hodowla

Do badari zastosowano komercyjne wielogatunkowe kultury starterowe pacior-
kowcow mlekowych, uzywane w przemysle mleczarskim do produkcji $mietany i twa-
rogéw. Byly to liofilizowane kultury starterowe typu DVS (ang. direct-vat-set), stuzace
do bezposredniego zaszczepiania mleka przerobowego bakteriami fermentacji mleko-
wej. Wszystkie szczepionki zawieraty w swoim skiadzie Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris i Lactococcus lactis
subsp. diacetylactis. Wedtug deklaracji producentow, kultury starterowe roznity sie
miedzy sobg aktywnoscig kwaszacq i aromatyzujaca, wynikajaca z roznych proporcji
w liczebno$ci wymienionych w skfadzie paciorkowcdéw mlekowych. Kulturami starte-
rowymi nr 1,2 i 3 byly odpowiednio szczepionki CHN-11, CHN-19 i FL-DAN uzyskano
z firmy Chr. Hansen Poland, za$ kulturg starterowa nr 4 - szczepionka PROBAT 505
otrzymana z firmy Wisby Poland.

Do ozywiania i namnazania bakterii, obecnych w badanych szczepionkach,
uzyto bulionu MRS (Merck). Hodowle kultur prowadzono w temperaturze 30°C
przez 24 godziny, a nastepnie przeszczepiano do $wiezej porcji podtoza ptynne-
go MRS i ponownie hodowano w 30°C przez 24 godziny, po czym, stosowano do
badan.

2.2. Przygotowanie roztworu cholesterolu

Cholesterol w formie proszku, o czystosci chemicznej > 99% (Sigma-Aldrich) roz-
puszczano na gorgco w roztworze 99% etanolu i Tweenu 80, wymieszanych w propor-
cji 3:1. Uzyskany w ten sposéb roztwor miat stezenie 3,0 g cholesterolu /1 dm”. Steryl-
nie odmierzong porcje roztworu dodawano do wyjatowionego podtoza ptynnego MRS
w takiej ilosci, aby koncowe stezenie cholesterolu wynosito 1,0 g = 0,2 g /1 dm”
podtoza. Na potrzeby kazdego doswiadczenia przyrzadzano $wiezg jednolita partie
bulionu MRS o znanym stezeniu cholesterolu.

2.3. Oznaczenie liczby mezofilnych paciorkowcow mlekowych
Liczbe mezofilnych paciorkowcéw mlekowych oznaczano metoda plytkowg

z uzyciem podtoza M17 Agar (Merck). Phytki z posiewami inkubowano w temperatu-
rze 30°C przez 48 godz.
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2.4. Okreslenie zdolnosci do wigzania cholesterolu w poditozu ptynnym MRS

Zdolno$¢ kultur starterowych do wigzania cholesterolu okreslano jako ubytek
w Jego stezeniu w bulionie MRS po zakonczonej 24-godzinnej hodowli w tempera-
turze 30°C. Stezenie cholesterolu oznaczano za pomocg diagnostycznego testu en-
zymatycznego Cholesterol RTU® (BioMerieux). Pomiar absorbancji wykonano przy
uzyciu spektrofotometru SmartSpecTM 3000 (Bio-Rad) i dtugosci fali X = 500 nm.
Przed przystapieniem do oznaczania stopnia wigzania cholesterolu zawartos¢ pro-
béwek wirowano w ultrawiréwce (12 000 x g, 10 min, 4°C) w celu wydzielenia bio-
masy komorek bakterii i uzyskania klarownego ptynu pohodowlanego. Procentowa
warto$¢ wigzania cholesterolu obliczano stosujac nastepujaca formute:

D= 100-~x 100["1,
C

gdzie: A - stezenie cholesterolu w podtozu MRS zawierajgcym zawiesine komdrek
bakteryjnych i dodatek roztworu cholesterolu, po 24 godz. inkubacji; B - stezenie
cholesterolu w podtozu ptynnym MRS zawierajgcym tylko zawiesing komérek bak-
teryjnych, po 24 godz. inkubacji; C - stezenie cholesterolu w podtozu MRS zawie-
rajacym tylko dodatek roztworu cholesterolu, po 24 godz. inkubacji; D - wartos¢
wigzania cholesterolu {%). Do$wiadczenie wykonano w pieciu niezaleznych powto-
rzeniach, dla kazdej kultury starterowej, a uzyskane wyniki przedstawiono jako
$rednig + odchylenie standardowe.

2.5. Produkcja smietany w warunkach laboratoryjnych

Produkcje $mietany w warunkach laboratoryjnych prowadzono w porcjach po
200 cm”. Smietanke (0 12% zawartoéci thuszczu), podgrzang do temperatury 25°C,
do ktérej dodawano 0,5 g mezofilnej kultury starterowej rozprowadzonej w 5 cm”
resterylizowanego mleka UHT, ukwaszano w temperaturze 23°C przez 20 godz. Go-
towy produkt schtodzono do 5-6°C i przechowywano przez 14 dni. W podobnych
warunkach przechowywano $mietanke, z ktorej otrzymano $mietane. Produkcje $Smie-
tany wykonano w jednym powtorzeniu.

2.6. Analiza Smietany i $mietanki

Podczas chtodniczego przechowywania, oba produkty poddawano analizie fizy-
kochemicznej (pomiar pH, kwasowosci miareczkowej, kwasowosci thuszczu, meto-
dami ogdlnie przyjetymi) oraz mikrobiologicznej (liczba mezofilnych paciorkowcow
tlenowych). Analizy dokonywano w 0, 7 i 14 dniach przechowywania w warunkach
chtodniczych (5-6°C).
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W 14 dniu przechowywania dokonano réwniez oznaczenia zawartosci choleste-
rolu. Zawarto$¢ cholesterolu w prébkach $mietanki i $mietany oznaczono zgodnie
z metodyka opisang przez Fletouris i wsp. (14). Wydzielenie frakcji lipidowej z pro-
bek dokonano metoda bezposredniego zmydlania lipidéw w badanych prébkach za
pomocg metanolowego roztworu KOH, w temperaturze 80°C /15 min i nastepnie
ekstrakcjg n-heksanem (Merck). Do analizy chromatograficznej uzyto chromatogra-
fu gazowego model GC-17A (Shimadzu) wyposazonego w kolumne niepolarng (dtu-
gosc¢ i $rednica wewnetrzna kolumny kapilarnej wykonanej z topionej krzemionki
odpowiednio 15 m i 0,32 mm, warstwa fazy 1,0 pm), autoinjector AOC-20S, detek-
tor ptomieniowo-jonizujacy (FID), autosampler model AOC-20 oraz oprogramowa-
nie Class VP. Parametry rozdzialu w chromatografie gazowym byly nastepujgce:
temperatura pieca 285°C, temperatura dozownika i detektora 300°C. Szybkos¢
przeptywu helu I cm”/min, wodoru 50 cm”/min, powietrza 300 cm”/min. Objetosé
probki podawana na kolumne wynosita | cm”, za$ stosunek podziatu 1:20. Czas re-
tencji dla cholesterolu wynosit okoto 8,2 min. Jako wzorca wewnetrznego uzyto
5a-cholestanu (Sigma-Aldrich), natomiast cholesterolu (Sigma-Aldrich) jako wzorca
zewnetrznego.

2.7. Analiza statystyczna

Wyniki oznaczen liczby mezofilnych paciorkowcow mlekowych w podtozu ptyn-
nym MRS, zawierajgcym i nie zawierajgcym dodatku roztworu cholesterolu, byly
analizowane z wykorzystaniem programu Statgraphics 4.0 Plus. Celem analizy byto
stwierdzenie wptywu dodatku roztworu cholesterolu na liczbe paciorkowcdw mle-
kowych w podtozu ptynnym.

3. Wyniki

Badania przeprowadzone w pierwszym etapie pracy miaty na celu okreslenie
zdolnosci wybranych kultur mezofilnych paciorkowcéw mlekowych do usuwania
cholesterolu podczas hodowli prowadzonej w ptynnym podtozu MRS w warunkach
optymalnych dla ich rozwoju. Zdolno$¢ do wigzania cholesterolu zbadano u pacior-
kowcow mlekowych wchodzacych w sktad komercyjnych wielogatunkowych kultur
starterowych przeznaczonych do produkcji takich wyrobow mleczarskich, jak $mie-
tana, twarogi, sery podpuszczkowe i masto. Wyniki pomiaru stezenia cholesterolu
w podtozach po przeprowadzonej hodowli postuzyty do obliczenia procentu usu-
nietego cholesterolu przez kazda z badanych kultur (rys.). Badane kultury startero-
we wykazaty sie r6zng zdolnoscig do usuwania cholesterolu z podtoza hodowlane-
go. Najwiecej cholesterolu ubyto w podtozu hodowlanym zawierajgcym dodatek pa-
ciorkowcow mlekowych Kkultury starterowej nr 4, dla ktérych $redni procent wigza-
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nia cholesterolu wynidst 29,8% =+ 522%, przy czym rozrzut miedzy wartosciami
wigzania cholesterolu okreslonymi w poszczeg6lnych powtdrzeniach miesci! sie
w granicach od 22,2 do 36,9%. Dla poréwnania, bakterie z kultury starterowej nr !
wigzaty najmniej cholesterolu - $rednio 10,4% * 1,56% pierwotnej jego ilosci.

Rownoczesnie sprawdzono, wptyw dodatku roztworu cholesterolu na rozwdj
bakterii z badanych kultur starterowych. Liczba paciorkowcéw mlekowych w prowa-
dzonych hodowlach miescita sie w zakresie od 7,7 log do 9,0 log j.t.k./cm” (tab. 1).
Nie zaobserwowano jednak statystycznie istotnych réznic (dla P < 0,05) w liczebno-
Sci populacji paciorkowcow mlekowych pomiedzy hodowlami prowadzonymi z do-
datkiem i bez dodatku roztworu cholesterolu (tab. 1). Stwierdzone r6znice doty-
czyty liczebnos$ci bakterii w hodowlach badanych poszczegélnych kultur startero-
wych oraz w powtorzeniach doswiadczen.
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Tabela 1
Liczba mezofilnych laktokokéw mlekowych w hodowli przemystowych kultur starterowych w podtozu MRS
bez dodatku i z dodatkiem cholesterolu

Liczba paciorkowcéw mlekowych [log j.tk. / cm”]
Kultura starterowa

MRS bez dodatku r-ru cholesterolu MRS z dodatkiem r-ru cholesterolu
1 84 +029 a 83+042a
2 84 + 0,37 a 82 + 0,40 a
3 85+ 023 a 82 +035a
4 83 +039a 82 + 0,44 a

a, b, c,... te same litery w jednym wierszu oznaczaja brak statystycznie istotnej réznicy (dla poziomu istotnosci 0,05), + od-
chylenie standardowe.

W nastepnym etapie pracy, do otrzymania $mietany w warunkach laboratoryj-
nych wykorzystano kulture starterowa nr 4, ktéra charakteryzowata sie najwiekszg
zdolnoscia do usuwania cholesterolu z podtoza hodowlanego. Wyprodukowang
$mietane przechowywano w warunkach chtodniczych przez 14 dni i w tym czasie
poddawano analizie fizykochemicznej i mikrobiologicznej. Podczas dwutygodnio-
wego przechowywania nie stwierdzono istotnych zmian kwasowosci czynnej $mie-
tany, ktora wynosita 4,6-4,4 jednostek pH (tab. 2). Natomiast po 7 i 14 dniach zaob-
serwowano przyrost wartosci kwasowosci potencjalnej, z poczatkowej 29,1 °SH do
odpowiednio 31,0 °SH i 34,5 °SH w 14 dniu (tab. 2). Stwierdzono takze, ze podczas
14-dniowego przechowywania $mietany w warunkach chtodniczych wartos¢ kwaso-
wosci ttuszczu wzrosta w stosunku do wartosci bezposrednio po ukwaszeniu o 0,14
stopni kwasowosci (tab. 2). Pod wzgledem mikrobiologicznym nie odnotowano
znaczacej zmiany w liczebnosci mezofilnych paciorkowcow mlekowych; ich liczba
wynosita 7,7 log j.t.k. /1 g produktu™ bezposrednio po wyprodukowaniu $mietany
i 7,6 log j.t.k. /l g produktu, po 14 dniach przechowywania w 5-6°C.

W przypadku $mietanki, nie zaobserwowano zadnych widocznych zmian bada-
nych cech fizykochemicznych (kwasowosci czynnej, potencjalnej i kwasowosci thusz-
czu). Przez caly okres przechowywania smietanki, kwasowos$¢ czynna wynosita 6,6,
natomiast kwasowo$¢ potencjalna 5,8 °SH. Réwniez warto$¢ kwasowosci ttuszczu
w $mietance nie ulegata zmianie i stale wynosita 0,95 °kw (tab. 2).

Stwierdzono znaczng roznice w zawartosci cholesterolu w $Smietanie i Smietan-
ce, z ktérej otrzymano $mietane. Zawarto$¢ cholesterolu w $mietance wykorzysta-
nej do otrzymania $mietany wynosita poczatkowo 38,8 mg + 0,42 mg w 100 g, i po
14 dniach przechowywania nie ulegta istotnej zmianie (tab. 2). Natomiast fermento-
wana $mietana, po 14-dniowym przechowywaniu w warunkach chtodniczych zawie-
rata tylko 24,9 mg cholesterolu w 100 g.
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Tabela 2

Wybrane cecby fizykochemiczne i mikrobiologiczne stodkie) $mietanki oraz $mietany fermentowanej przez
kulture nr 4

- Smietana fermentowana przez
Smietanka

kulture nr 4
Badana cecha czas przechowywania w 5-6°C czas przechowywania w 5-6°C
[dzien] [dzien]
0 7 14 0 7 14

kwasowo$¢ czynna, 6,6 6,6 6,6 4,6 45 44
PH
kwasowo$¢ potencjalna 58 58 58 29,1 31,0 345
[«SH]
kwasowos¢ thuszczu 0,95 0,95 0,95 1,30 1,36 144
[kw]
liczba mezofilnych paciorkowcéw mlekowych - - - 77 7,6 7,6
[log j.tk. / 1 g produktu]
zawarto$¢ cholesterolu 38,8 0,42 - 38,5 - - 24,9
[mg /100 g)

nie oznaczono; + odchylenie standardowe.

4. Dyskusja

Jedng z prozdrowotnych wiasciwosci bakterii fermentacji mlekowej, nie do kon-
ca poznang i zbadana, jest zdolnos¢ do obnizania poziomu cholesterolu w wyro-
bach mleczarskich i zywych organizmach. Od ponad trzydziestu lat w licznie prze-
prowadzonych badaniach in vivo na zwierzetach i ludziach wskazuje sie na obni-
zanie poziomu cholesterolu we krwi, jednak doniesienia te sg czesto krytykowane
ze wzgledu na btedy metodyczne, techniczne oraz brak powtarzalnosci. W bada-
niach in vitro udowodniono, ze komorki bakteryjne sg zdolne do wigzania czaste-
czek cholesterolu polegajacego na przytaczaniu czasteczek tej substancji do $ciany
lub btony komorkowej bakterii, jednak, badajac zdolnos¢ bakterii do wiazania cho-
lesterolu z podtoza hodowlanego, w pierwszej kolejnosci nalezato okresli¢, czy
obecnos¢ tego zwiazku nie zmienia dynamiki rozwoju tych drobnoustrojéw. Prze-
prowadzone w pracy poréwnanie wzrostu mezofilnych paciorkowcéw mlekowych
w podtozu ptynnym z dodatkiem i bez dodatku cholesterolu, dowiodto braku staty-
stycznie istotnego wplywu tego zwigzku na dynamike wzrostu mezofilnych bakterii
fermentacji mlekowej. W dostepnej literaturze brak jest danych dotyczacych wpty-
wu cholesterolu na wzrost mezofilnych laktokokéw, co utrudnia dyskusje uzyska-
nych wynikéw. Wyjatkiem sg badania Kimoto i wsp. (15), ktérzy zaobserwowali, ze
obecno$¢ cholesterolu stymulowata w pewnym stopniu wzrost komérek szczepu
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis N7, co wykazali mierzac gestosc
optyczng hodowli przy dtugosci fali Swietlnej wynoszacej 620 nm. Nalezy jednak za-
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znaczy¢, ze badacze ci stosowali podtoze ptynne GM17-TH10 zawierajace dodatko-
wo 0,2% taurocholanu sodu, ktéry mogt wptynaé na uzyskane wyniki.

Z danych literaturowych wynika, ze zdolno$¢ do obnizania poziomu cholestero-
lu w warunkach in vitro wykazuja nie tylko szczepy o udokumentowanych badaniami
cechach probiotycznych, ale réwniez niektére ,,tradycyjne” bakterie mlekowe stoso-
wane w produkcji seréw, Smietany, masta czy mlecznych napojéw fermentowanych,
takich jak: zsiadte mleko, maslanka, jogurt i kefir. Zdolno$¢ redukowania poziomu
cholesterolu w warunkach in vitro wykazano dla wielu bakterii fermentacji mleko-
wej, gtownie termofilnych z rodzaju Lactobacillus (1,5,8,11,13,16-20). Inne rodzaje,
dla ktérych zaobserwowano podobng wiasciwos¢, to np. Bifidobacterium, Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc (9,15,16,18,21,22). Mechanizmy takiego od-
dziatywania bakterii fermentacji mlekowej na poziom cholesterolu nie sg do konca
poznane, chociaz wiadomo, ze bakterie mlekowe nie sg zdolne do metabolizowania
cholesterolu, a jedynie moga go wigza¢ do sciany lub btony komdrkowej (11,12,
15,18). W przeprowadzonych badaniach laboratoryjnych wskazuje sie, ze za przy-
faczanie czagsteczek cholesterolu do sciany komoérkowej bakterii fermentacji mleko-
wej odpowiedzialny jest obecny w niej peptydoglikan, ktory u réznych bakterii fer-
mentacji mlekowej ma inny skfad (9).

W pracy zbadano zdolnos$¢ do wigzania cholesterolu przez mezofilne paciorkow-
ce mlekowe, stanowigce mikroflore komercyjnych mleczarskich kultur starterowych.
Stanowi to o0 nowatorstwie tej pracy, gdyz w dostepnej literaturze niewiele jest wy-
nikéw badan, w ktérych wykorzystywano odpowiednio skomponowane, je$li chodzi
0 skfad jakosciowy i ilosciowy, komercyjne kultury starterowe mezofilnych bakterii
fermentacji mlekowej. Rezultaty badan dowodzg zdolnosci badanych kultur starte-
rowych bakterii fermentacji mlekowej do usuwania cholesterolu w podtozu hodow-
lanych podczas 24-godzinnej hodowli w optymalnej temperaturze wzrostu. W skiad
wszystkich tych kultur starterowych wchodzity nastepujace gatunki paciorkowcéw
mlekowych: L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. diacetylactis
oraz L mesenteroides subsp. cremoris. Warto zaznaczy¢, ze badane szczepionki cha-
rakteryzowaty sie jednak roznym stopniem usuwania cholesterolu z podtoza ho-
dowlanego. W przypadku kultury nr 3 i 4 $rednia warto$¢ zwigzania cholesterolu
wyniosta odpowiednio 22,9% + 3,03% i 29,8% + 5,22%, natomiast dla kultur nr !
[ 2 - w zadnym powtoérzeniu nie przekroczyta 19%. Takze obliczone odchylenia
standardowe dla wynikéw poszczeg6lnych kultur starterowych $wiadczg o zmiennej
zdolnosci do wigzania cholesterolu.

Na podstawie wynikéw badan innych autoréw takze dowodzi sie réznic w warto-
Sciach wigzania cholesterolu (niejednokrotnie bardzo znaczacych) miedzy poszcze-
golnymi kulturami réznych gatunkéw bakterii fermentacji mlekowej, a czesto nawet
miedzy szczepami w obrebie tego samego gatunku (1,10,16,20-24). jednak w wigk-
szosci cytowanych badan dotyczy to bakterii termofilnych, a bardzo czesto réwniez
szczepOw probiotycznych. Buck i Gilliland (17) przebadali 17 szczepow Lactobacillus
acidophilus pochodzenia jelitowego i zaobserwowali réznice w wartosci wigzania
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cholesterolu wynoszace od 20,5 [ng/l cm” podtoza MRS-THIO z dodatkiem oxgallu
do 83,3 pg /I cm”. Podobne wyniki doswiadczen nad wigzaniem cholesterolu przez
L acidophilus uzyskali Walker i Gilliland (8) oraz Rasie i wsp. (16). Analogicznych ob-
serwacji, odnosnie do réznic w wigzaniu pomiedzy szczepami L acidophilus, doko-
nali Gopal i wsp. (10). W ich badaniach, 6 szczepédw L acidophilus wigzato od 15 do
55% cholesterolu z podtoza MRS-THIO z oxgallem. Takze Tahri i wsp. (18) zaobser-
wowali catkowicie r6zng zdolnos$¢é do wiagzania cholesterolu u dwoch szczepow
Bifidobacterium breve, dla szczepu B. breve ATCC 15700 - 50%, natomiast dla B. breve
ATCC 15698 Jedynie 9%. Rowniez Dambekodi i Gilliland (22) dowiedli znaczacych
réznic w wigzaniu cholesterolu pomiedzy szczepami B. longum.

Hosono i Tono-Oka (9) stwierdzili, ze wigzanie cholesterolu do $cian komdrko-
wych bakterii fermentacji mlekowej réznito sie znacznie w zaleznosci od gatunku
i szczepu oraz zasugerowali, ze te rdznice w ilosci zwigzanego cholesterolu sg spo-
wodowane chemicznymi i strukturalnymi wiasciwosciami peptydoglikanu obecnego
w $cianach komérkowych tych bakterii. Bakteryjne $ciany komdrkowe réznig sie
m.in. sktadem sacharydéw i kwaséw tluszczowych. Spekuluje sig, ze od tych réznic
zalezg zdolno$¢ np. do adhezji bakterii do nabtonka Jelit oraz zdolno$¢ do wigzania
cholesterolu do $ciany komérkowej bakterii. Z tego wynika takze inny réwnie istot-
ny wniosek: $ciany komoérkowe nawet martwych bakterii fermentacji mlekowej wy-
kazujg pewng zdolnos$¢ do wigzania cholesterolu, co Juz potwierdzono w badaniach
prowadzonych w warunkach in vitro, przy czym ilo$¢ cholesterolu usunigetego przez
zywe komdrki Jest znacznie wyzsza niz tego, ktory zostat przytaczony do martwych
komorek (15).

Whyniki wigzania cholesterolu uzyskane w pracy dla mezofilnych paciorkowcow
mlekowych sg zatem potwierdzeniem danych literaturowych dotyczacych wigzania
cholesterolu przez inne rodzaje, gatunki i szczepy bakterii fermentacji mlekowej.
Prawdopodobnie wiagzanie cholesterolu przez bakterie mlekowe moze zachodzic¢
podczas prowadzenia fermentacji mlekowej (ukwaszania), dzieki czemu moze na-
stepowac wigzanie czesci cholesterolu zawartego w produkcie. Juz na poczatku lat
90. ubiegtego stulecia w o$rodkach naukowych krajowych i zagranicznych wykaza-
no, ze pewne kultury mezofilnych i termofilnych pateczek i paciorkowcow mleko-
wych moga obniza¢ poziom cholesterolu w mleku. Poniewaz w mleku cholesterol
zlokalizowany Jest gtdwnie w ostonkach fosfolipidowo-biatkowych kuleczek ttusz-
czowych, nalezy oczekiwaé, ze bakterie obnizajgce poziom cholesterolu wykazujg
Jednoczesnie pewne wiasciwosci lipolityczne. Wewnatrzkomorkowe lipazy sg cze-
sto produkowane przez pateczki fermentacji mlekowej, a ich aktywnos$¢ Jest wyzsza
niz u paciorkowcow mlekowych.

Zdolno$¢ do obnizania zawartosci cholesterolu przez bakterie mlekowe podczas
wyrobu mlecznych napojow fermentowanych, potwierdzono w badaniach przepro-
wadzonych przez juskiewicza i Panfil-Kuncewicz (26). Badacze ci analizowali sto-
pien redukcji zawartosci cholesterolu przez komercyjne kultury starterowe bakterii
termofilnych w mleku o poczatkowej zawartosci ttuszczu 4 i 8%. Byly to dwugatun-
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kowe kultury starterowe zawierajgce Streptococcus salivarius subsp. thermophilus oraz
L delbrueckii subsp. bulgaricus, a takze kultury jogurtowe zawierajgce mikroflore do-
datkowa: B. bifidum i L acidophilus. Autorzy ci stwierdzili, ze najwyzszg zdolnoScig
do wigzania cholesterolu wykazata sie jedna, tradycyjna kultura jogurtowa, dla kté-
rej warto$¢ usuwania wyniosta 22,2% w produkcie o 4% zawartosci tluszczu oraz
19,8% w jogurcie o zawartosci thuszczu 8%.

Réwniez w tej pracy zaobserwowano zjawisko obnizenia zawartosci cholestero-
lu po fermentacji Smietanki przez mezofilng kulture starterowa, ktéra w warunkach
in vitro odznaczata sie wysoka zdolnoscig do usuwania cholesterolu z podtoza ho-
dowlanego. W $mietanie przechowywanej przez 14 dni odnotowano ponad 35% ob-
nizenie zawartosci cholesterolu, w poréwnaniu do jego poziomu w $mietance, kto-
ra stanowita probke kontrolng (tab. 2). Wydaje sie, ze takie odniesienie do $Smietan-
ki przechowywanej w takich samych warunkach, daje mozliwo$¢ uwzglednienia
wszelkich przemian niemikrobiologicznych cholesterolu, zachodzacych w produk-
cie i niezwigzanych z obecnoscig oraz aktywnoscig bakterii fermentacji mlekowej,
takich jak np. utlenianie cholesterolu (27,28).

Na podstawie wykonanej analizy fizykochemicznej przechowywanej $mietany
ujawniono w naszych badaniach zachodzenie w niej przemian zgodnych z oczeki-
waniami i danymi literaturowymi, tj. powolne obnizanie wartosci pH, wzrost kwaso-
wosci miareczkowej oraz wzrost kwasowosci tluszczu (29-31). Wystgpienie tych
zmian w $mietanie i ich brak w $mietance potwierdza, ze sg one konsekwencjg pro-
cesu fermentacji, obecnoscig zywych komorek bakterii fermentacji mlekowej i ak-
tywnoscig ich enzymoéw, w tym enzymow lipolitycznych.

Zdaniem Juskiewicza i Panfil-Kuncewicz (26), istnieje zalezno$¢ pomiedzy zdolno-
$cig mikroorganizmdw do lipolizy ttuszczu i mozliwoscig obnizania przez nie poziomu
cholesterolu. Bakterie wykazujace silne wiasciwosci lipolityczne posiadajg duzg zdol-
nos¢ do redukcji poziomu cholesterolu w gotowym produkcie. W pismiennictwie po-
daje sie, ze hydroliza tluszczu, z jednoczesnym obnizeniem poziomu cholesterolu,
jest obserwowana szczego6lnie w produktach zawierajacych probiotyczne szczepy bak-
terii fermentacji mlekowej. Wiadomo, ze kwasy ttuszczowe uwolnione podczas lipolizy
zwiekszajg 0go6lng kwasowos$¢ thuszczu mlecznego, a wyktadnikiem wiasciwosci lipoli-
tycznych moze byé kwasowos¢ thuszczu, wyrazana np. w stopniach kwasowosci. Kiszg
i wsp. (32) wykazali mozliwos¢ redukcji zawartosci cholesterolu w masle otrzymanym
ze $mietany ukwaszonej z uzyciem réznych bakterii fermentacji mlekowej i szcze-
poéw probiotycznych. Stwierdzili obnizenie zawartosci cholesterolu o 9% w masle
otrzymanym ze $mietany ukwaszonej przez L acidophilus 336, podczas gdy inny
szczep L acidophilus redukowat zawartos¢ cholesterolu o 1,5%, podobnie jak tradycyj-
ne mezofilne kultury maslarskie (1,7%). Natomiast hodowla mieszana mezofilnych bak-
terii fermentacji mlekowej i L acidophilus obnizata poziom cholesterolu Srednio o 6,2%.
Zalezno$¢ miedzy redukcja zawartosci cholesterolu i rodzajem uzytych kultur bakte-
ryjnych wykazali rowniez Kiszg i Juskiewicz (32), badajac przemiany cholesterolu pod-
czas wyrobu wybranych rodzajow serow, w tym seréw dojrzewajacych i twarogowych.
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W licznych badaniach potwierdzono, ze niektére drobnoustroje, ktére prze-
ksztalcajg cholesterol, posiadajg jednoczesnie zdolnosci lipolityczne. Wiele drobno-
ustrojow wytwarza enzymy rozktadajace cholesterol do innych zwigzkdw, np. re-
duktaze cholesterolowg lub oksydaze cholesterolowg (34-38). Pewne jest jednak, ze
bakterie mlekowe nie potrafig metabolizowa¢ cholesterolu, chociaz sq prowadzone
badania nad wprowadzeniem genéw kodujgcych aktywnos$¢ takich enzymoéw do ko-
morek bakterii fermentacji mlekowej (36,38-41).

Mozna zatem przypuszczac, ze zwigzek pomiedzy zdolnoscig do redukcji pozio-
mu cholesterolu w produktach mlecznych i wiasciwosciami tipolitycznymi bakterii
fermentacji mlekowej wynika jedynie z faktu szybkiego uwolnienia cholesterolu
z otoczek fosfolopidowo-biatkowych przez bakteryjne enzymy lipolityczne. Rozwdj
bakterii fermentacji mlekowej, jak sie wydaje, sprzyja jedynie chemicznym przemia-
nom cholesterolu w produktach spozywczych, co nie ma zwigzku z jego wigzaniem
przez komdrki bakteryjne. Hipoteza ta wymaga jednak potwierdzenia w dalszych
badaniach.

Na razie nie udato sie réwniez wykaza¢ zwigzku pomiedzy wigzaniem choleste-
rolu przez bakterie mlekowe i stwierdzang in vitro redukcjg poziomu cholesterolu
w niektorych fermentowanych produktach mleczarskich. Catkowite wyjasnienie
i poznanie tego zjawiska, pozwoli w przysztosci na wykorzystanie zachodzacego
mechanizmu do produkcji artykutéw zywno$ciowych o obnizonej zawartosci chole-
sterolu na drodze biologiczne;j.

5. Podsumowanie

Waznym spostrzezeniem w tej pracy jest wykazanie zdolnosci do wigzania cho-
lesterolu przez kultury starterowe mezofilnych paciorkowcéw mlekowych, stosowa-
nych w praktyce przemystowej do produkcji fermentowanych artykutébw mleczar-
skich.

Potwierdzono takze, ze istnieja pewne rdznice w tej zdolnosci miedzy poszcze-
go6Inymi kulturami starterowymi mezofilnych paciorkowcoéw mlekowych.

Podobnie, jak w przypadku termofilnych bakterii fermentacji mlekowej, mezofil-
ne paciorkowce mlekowe wykazuja stopien wigzania cholesterolu zmienny nawet
miedzy powtdrzeniami dos$wiadczenia dla tej samej kultury.

Potencjalnie prozdrowotna zdolno$¢ mezofilnych kultur bakterii fermentacji mle-
kowej do wigzania cholesterolu z podtoza hodowlanego, wymaga dalszych badan.
Mozna przypuszczaé, ze podobne wigzanie cholesterolu zachodzi podczas fermen-
tacji mleka. Wiazanie cholesterolu przez bakterie fermentacji mlekowej, zacho-
dzaca w produkcie fermentowanym lub w jelicie cienkim (po spozyciu produktu),
moze sprzyja¢ redukcji ilosci cholesterolu pokarmowego biodostepnego dla organi-
zmu gospodarza i tym samym wptywaé na poziom cholesterolu we krwi (1,9,13). Nie
wiadomo jednak, czy to wigzanie cholesterolu do komdrek bakteryjnych jest na tyle
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trwate, by przetrwa¢ w warunkach panujgcych w ukfadzie pokarmowym cztowieka,

np.

przy wysokiej kwasowosci lub w obecnosci enzyméw trawiennych.
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