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Streszczenie

Badano przezywalno$¢ drobnoustrojow z rodzaju Bifidobacterium oraz bakterii
fermentacji mlekowej (LAB) w kulkach pelnozelowych lub kapsutkach z ciektym rdzeniem
w warunkach symulowanego tranzytu przez gorne odcinki przewodu pokarmowego — zotagdek
(pH 2) oraz jelito cienkie (pH 8). Immobilizacje prowadzono metodg wibracyjng z uzyciem
alginianu sodu. Ustalono wysoka odporno$¢ wszystkich kultur, zar6wno swobodnych, jak
1 immobilizowanych, na symulowany 240 min pasaz przez jelito cienkie, przy jednoczesnej
duzej wrazliwoéci ogdtu swobodnych komérek na warunki tranzytu przez zoladek. Zadne
z badanych szczepéw w formie swobodnych komorek nie przezywaty 180 min w srodowisku
pH 2. Po 90 minutach stwierdzono calkowitg inaktywacje S. thermophilus TxMs, B. breve
ATCC 15700 1 B. breve KN65FP6-FERBEV natomiast spadek komorek swobodnych
w przypadku L. plantarum KKP384 wynosit 4,16 log, a B. infantis ATCC 15697 — 6,31 log.

Immobilizacja bakterii, niezaleznie czy w kapsulkach czy kulkach pelozelowych,
istotnie zwiekszyla przezywalnos¢ bakterii w symulowanym srodowisku soku zoladkowego
opH 2. Najwyzszg odpornos¢ wykazywat szczep L. plantarum KKP384 oraz B. infantis
ATCC 15697. W przypadku szczepu L. plantarum KKP384 redukcja liczebnosci komodrek
bakterii w kapsutkach 1 w kulkach pelozelowych po czasie 180 min wynosita odpowiednio
1,28 log oraz 1,76 log. Nieco wyzszy spadek liczebnosci stwierdzono w przypadku B. infantis
ATCC 15697 — odpowiednio o 2,12 log 12,64 log.

Unieruchamianie bakterii w formule kapsulek zapewniato im lepszg ochron¢ na warunki
panujagce w srodowisku pH 2 w poréwnaniu z formutg immobilizacji w kulkach z pelnego
zelu.

Stowa kluczowe: bifidobakterie, bakterie fermentacji mlekowej, immobilizacja, technologia

wibracyjna, alginian, symulowane warunki przewodu pokarmowego
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THE SURVIVAL OF BACTERIA CELLS IMMOBILIZED IN GELLED
BEADS AND CAPSULES WITH A LIQUID CORE DURING A
SIMULATED GASTROINTESTINAL TRANSIT

Summary

The survival of microorganism of Bifidobacterium sp. and lactic acid bacteria (LAB) in
gelled beads or capsules with a liquid core under the conditions simulating the transit through
the upper intestinal tract — stomach (pH 2) and small intestine (pH 8) has been examined.
Immobilization was conducted by vibration method using sodium alginate. The high
resistance of all cultures, both free and immobilized, during the simulated 240 min transit
through small intestine was observed, with a great sensitivity of all free cells to the stomach
transit conditions. None of the studied strains in the form of free cells survived 180 min at pH
2. After 90 min the total mactivation of S. thermophilus TkMs B. breve ATCC 15700 and
B. breve KN65FP6-FERBEV was noted, while the decrease of free cells of L. plantarum
KKP384 was 4,16 log and B. infantis ATCC 15697 — 6,31 log.

Cell immobilization, whether in capsules or in gelled beads, significantly increased the
survival of bacteria in simulated conditions of stomach juice of pH 2. The most resistant were
L. plantarum KKP384 and B. infantis ATCC 15697 strains. The decrease of cell number of
L. plantarum KKP384 in capsules and in beads was 1.28 log and 1.76 log, respectively.
Slightly higher decrease of cell number was noticed at B. infantis ATCC 15697 — 2.12 log and
2.64 log for capsules and beads, respectively.

Immobilization of bacterial cells in capsules provided them better protection from the pH
2 environment compared to immobilization in gelled beads.

Key words: bifidobacteria, lactic acid bacteria, immobilization, vibration technology,

alginate, simulated gastrointestinal tract
WSTEP

Niekorzystne warunki panujace w przewodzie pokarmowym czlowieka, takie jak niskie
pH w zoladku, obecnos$¢ enzymow 1 kwasoéw zolciowych, ograniczaja przezywalnos¢
pozytecznych bakterii fermentacji mlekowej 1 bifidobakterii wprowadzanych do organizmu
z pozywieniem. Odpowiednio zastosowana immobilizacja komoérek drobnoustrojéw moze
w znacznym stopniu je chroni¢ 1 podwyzsza¢ odporno$¢ podczas tranzytu przez przewdd
pokarmowy, co jest gwarancja zachowania ich wlasciwosci probiotycznych.

Jako matryce immobilizacyjne do celow spozywczych shuzg hydrokoloidy: alginian,
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chitozan, karageny, guma gellan, guma guar, pektyna, zelatyna, jak rowniez skrobie, biatka
serwatkowe, sojowe 1 biatka kazeiny [Chopde 1 in. 2014; Martin i in. 2015; Bartkowiak 2016].

Z tak duzej gamy dostepnych biopolimeréw pochodzenia naturalnego, najczesciej
uzywany w procesie immobilizacji byt i nadal jest alginian, przede wszystkim ze wzglgdu na
swoje dobre wlasciwosci zelujace, biokompatybilno$¢ 1 nietoksycznos$¢ dla mikroorganizmow
[Etchepare 1 in. 2015; Yeung 1 in. 2016 (b)]. W wielu przeprowadzonych doswiadczeniach in
vitro wykazano jego ochronne dziatanie na komorki bakterii w srodowisku soku zolagdkowego
1 jelitowego [Lee 1 Heo 2000; Etchepare 1 in. 2015; De Prisco 1 in. 2015]. Sa jednak rowniez
doniesienia, iz matryce alginianowe w niedostateczny sposob moga zapobiegac dyfuzji
i chroni¢ kapsutkowane mikroorganizmy [Etchepare 1 in. 2015]. Dlatego tez w celu
zwigkszenia  wytrzymatosci  kapsulek alginianowych 1 podtrzymania trwalosci
immobilizowanych bakterii, alginian czesto laczy si¢ z innymi biomateriatami, np. z gumg
ksantanowg [Kim S-J 1 in. 2008], ze skrobig [Fahimdanesh iin. 2012; Hasiah i in. 2014;
Zanjani 1 in. 2014], z biatkiem [Martin 1 in. 2015]. Stosuje si¢ ponadto dodatkowe powtoki,
np. z alginianu [Mokarram i in. 2009] lub chitozanu [Trabelsi i in. 2013; Yeung i in. 2016 (b)].
Wykazano, iz kapsutkowanie bifidobakterii w alginianie z dodatkowym powleczeniem
z chitozanu nie przedtuzalo zywotnosci komorek w czasie przechowywania i tranzytu przez
gorne odcinki przewodu pokarmowego, w poroOwnaniu z komoérkami w samych kulkach
alginianowych [Yeung i in. 2016 (b)]. Ostatnio potwierdzono, ze komorki Lactococcus lactis
mogg by¢ zamykane w mikrozelach alginianowych w celu poprawy ich trwatosci w trakcie
przechowywania [ Yeung i in. 2016 (a)].

Bardzo waznym zagadnieniem w enkapsulacji jest wybdr odpowiedniej techniki
immobilizacyjnej 1 dobdr takich metod, ktore nie bedg uszkadza¢ komorek bakterii w czasie
ich unieruchamiania, a bedg skutecznie chroni¢ przed Srodowiskiem zewnetrznym [Gbassi
1 Vandamme 2012]. Wsréd wielu technik immobilizacyjnych wykorzystywanych do
hermetyzacji probiotykéw wymienia si¢ m.in. ekstruzje, technologie emulsyjng i suszenie
rozpytowe [Ozyurt iin. 2014; Chopde 1 in., 2014]. Kazda z nich ma swoje wady 1 zalety, np.
w technice emulsyjnej uzyskiwane kapsutki nie s3 monodyspersyjne. I chociaz pojawity si¢
juz pierwsze doniesienia o rozwigzaniu tego problemu, nadal jednak jest to kosztowna metoda
[Haffner 1 in. 2016]. Atrakcyjne pod wzgledem ekonomicznym jest suszenie rozpylowe, lecz
punktem krytycznym dla bakterii jest wysoka temperatura stosowana w tym procesie [Haffnher
1in. 2016]. Najtagodniejsze warunki hermetyzacji komorek bakterii zapewnia ekstruzja
[Ozyurt 11in. 2014; Etchepare 1 in. 2015; Haffner 1 in. 2016], dlatego tez zajmuje ona coraz

wiecej miejsca w badaniach naukowych, z uwzglednieniem mozliwosci zastosowania jej
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w warunkach przemystowych [De Prisco 1 in. 2015]. Technika ekstruzji polega na
formowaniu kropli hydrozelowych 1 utwardzaniu ich w roztworze polimeryzujacym.
Obejmuje metode z rotujagcym dyskiem, metod¢ wibracyjng, Jet-Cutter (metoda obrotowe;
struny), elektrostatyczng oraz metode z aecrodynamicznym rozpraszaniem [Martin 1 in. 2015;
Bartkowiak 2016].

W S$wietle charakterystyki morfologicznej struktur otrzymywanych w procesie
mikrokapsutkowania wyr6zniamy strukture¢ matrycowa, gdzie material biologiczny jest
unieruchamiany w litej matrycy hydrozelowej lub uktad rdzeniowo-matrycowy, w ktorym
rdzen moze by¢ ptynny lub staty, a membrana pojedyncza lub podwojna. Lita matryca moze
tez stanowi¢ rdzen otoczony powtoka [Dubey i in. 2009; Burgain 1 in. 2011; Bartkowiak
2016]. Wkazdym z tych przypadkow proces unieruchamiania materiatu biologicznego
nazywa si¢ ogolnie kapsulkowaniem, cho¢ przez niektorych autoréw obudowanie w samej
matrycy klasyfikowane jest jako putapkowanie, a otrzymywana tym sposobem mikroczastka
nazywana jest kulkg zelowa, natomiast ukfad z rdzeniem 1 otaczajaca powtoka klasyfikowane
jest jako kapsulkowanie, a mikroczastka nazywa si¢ kapsutka [Dembczynski 2004; Bakuta
2013].

Jak dotad, w przeprowadzonych licznych doswiadczeniach laboratoryjnych autorzy
badali przezywalnos¢ komorek bakteryjnych unieruchamianych w jednolitej matrycy lub
matrycy powlekanej dodatkowa powloka hydrozelowa. Brakuje doswiadczen, w ktorych
sprawdzano by skuteczno$¢ ochrony komorek bakteryjnych zamknietych w kapsutkach
hydrozelowych z cieklym rdzeniem w poréwnaniu z komoérkami unieruchomionymi w litej
matrycy. Obie struktury moga by¢ wytwarzane z uzyciem metody wibracyjnej, polegajacej na
wprowadzaniu w drgania strumienia roztwordw, w wyniku czego dzieli si¢ on na jednorodne
krople, ulegajace nastepnie dyspersji w wyniku nalozenia jednoimiennego tadunku
elektrostatycznego.

Glownym celem niniejszej pracy bylo porownanie skutecznosci enkapsulacji wybranych
szczepOw bakterii dwoma powyzszymi sposobami w warunkach symulowanego tranzytu
przez goérne odcinki przewodu pokarmowego. Do badan wykorzystano enkapsulator firmy
Biichi, umozliwiajacy uzyskiwanie jednorodnych, kulistych mikroksztaltéw o $rednicach z
zakresu 150-2000 pm przy niewielkim rozrzucie wielkosci zadanej: SD < 5%. [Biichi

Labortechnik 2013].
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MATERIAL I METODY BADAN

1. Material biologiczny

Materiat do badan stanowily szczepy z Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych
IBPRS: Lactobacillus plantarum KKP2025p, Streptococcus thermophilus TxM; KKP2030p,
Bifidobacterium infantis ATCC 15697 KKP2029p, Bifidobacterium breve ATCC 15700
KKP2028p oraz Bifidobacterium breve KN65SFP6-FERBEV. Szczepy przechowywano
w temperaturze — 70°C przy uzyciu systemu Viabank (Abtek Biologicals Ltd., Liverpool,
Wielka Brytania). W zalezno$ci od gatunku mikroorganizmu, kultury ozywiano przez
dwukrotny pasaz: Lactobacillus na podtozu MRS (de Man, Rogosa 1 Sharpe; Merck,
Niemcy), Streptococcus na podtozu LAB [Davies 1 in. 1971] w warunkach tlenowych oraz
bifidobakterie na modyfikowanym podtozu Garche’a [Majkowska 1 in. 2003], w warunkach
beztlenowych. Wszystkie szczepy hodowano w temperaturze 37°C przez 24 h. Hodowle
bakterii wirowano przez 10 min w temperaturze 4°C przy obrotach 6000 x g, a nast¢pnie
przemywano dwukrotnie izawieszano w roztworze soli fizjologicznej. Zawiesing bakterii
zuzywano natychmiast po przygotowaniu do immobilizacji oraz badania przezywalnosci
swobodnych komoérek w warunkach symulowanego tranzytu przez gorne odcinki przewodu

pokarmowego.

2. Immobilizacja komorek bakterii w alginianie wapnia

Immobilizacje komoérek bakterii przeprowadzono metodg wibracyjng przy uzyciu
Enkapsulatora B-395 Pro firmy Biichi, umozliwiajacego produkcje jednorodnych struktur
z zastosowaniem dwoOch sposobow unieruchamiania komorek bakterii: rozproszonych
w kulkach petozelowych (rysunek 1A) lub we wngtrzu kapsulek zbudowanych z otoczki

zelowej (rysunek 1B).

Doswiadczenie prowadzono w warunkach sterylnych zgodnie z procedurg Biichi
(http://buchi.com), wykorzystujac jako nosnik do immobilizacji 1,5% alginian sodu (Sigma-
Aldrich, USA) oraz do jego utwardzania roztwor 0,1 M CaCl, (POCH, Polska) w wodzie

dejonizowane;.

W celu wyprodukowania kulek petnozelowych, swiezo przygotowang zawiesing komorek
bakterii fgczono ze sterylnym roztworem alginianu sodu w proporcji 1:5, umieszczano
w strzykawce enkapsulatora 1 prowadzono immobilizacjg, uzywajac dyszy pojedynczej
o $rednicy 300 pum, przy nastepujacych parametrach procesu: czestotliwos¢ drgan 800 Hz,

napiecie elektrody 1300 V, amplituda 3, predko$¢ przeplywu =zawiesiny bakteryjne;j
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z alginianem 7 mL/min. Uformowane w czasie 10 minut i1 zebrane na sicie kulki

przeptukiwano jatowa woda dejonizowang 1 zuzywano natychmiast po przygotowaniu.

Natomiast do produkcji kapsutek z cieklym rdzeniem uzyto koncentrycznego zestawu
dysz, skladajacego si¢ z dyszy wewngtrznej o Srednicy 150 um oraz dyszy zewngtrznej
o §rednicy 300 um. W tym przypadku zawiesing bakterii, stanowigca plyn rdzeniowy
kapsutki, pompowano ze strzykawki do dyszy koncentrycznej za pomoca pompy
strzykawkowej, natomiast alginian, stanowigcy otoczke mikrokapsutki, przettaczano z butelki
ciSnieniowej do dyszy koncentrycznej pod ci$nieniem azotu. Zastosowano nastepujace
parametry procesu: czestotliwos¢ drgan 1000 Hz, napigcie elektrody 1500 V, amplituda 2,
predkos¢ przeptywu zawiesiny bakteryjnej 1,5 mL /min, ci$nienie 360—380 hPa.

3. Badanie wygladu mikroczastek

Otrzymane mikroczastki identyfikowano na podstawie wygladu, za pomocg mikroskopu
optycznego Olympus CX40, stosujagc 150-krotne powigkszenie. Zdjecia wykonywano
aparatem cyfrowym Olympus C5060.

4. Pomiar wielko$ci mikroczastek

Rozmiar mikroczastek okreslano metoda dyfrakcji laserowej przy uzyciu urzadzenia
Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltd, Wielka Brytania). Pomiaru dokonywano w trybie
recznym, w przystawce do dyspersji cieczowych Hydro EV. Zawieszone czastki w roztworze
wodnym mieszano przy predkosci 2500 obr/min.

Wyniki pomiaru wielko$ci mikroczastek podano jako wartos¢ D[3,2], ktéra jest
zdefiniowana jako $rednia $rednica kuli rtOwnowazna pod wzgledem powierzchni:

D[3,2]= *d*/zd?
oraz jako warto$¢ D[4,3], ktora jest zdefiniowana jako $rednia $rednica kuli rGwnowazna pod
wzgledem objetosci: D[4,3]= X d¥/z d°

gdzie: d oznacza $rednic¢ pojedynczej mikroczastki [Balinski 2013].

5. Oznaczanie liczebnosci populaciji bakterii

Liczebno$¢ komoérek swobodnych oznaczano metodg ptytkowa, posiewajac na
odpowiednie podloze agarowe (pkt 1), a nastepnie inkubujac przez 48 godzin w temperaturze

37°C.

W celu oznaczenia liczebnosci bakterii w postaci immobilizowanej, utwardzone

biopolimery z komorkami bakterii przecedzano przez sito ze stali nierdzewnej o Srednicy
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oczek 0,4 mm. Odwazano 1 g, przemywano jalowa woda dejonizowang i zalewano, w celu
rozmigkczenia, na Smin 29 mL sterylnego 0,1 M cytrynianu sodu (Sigma-Aldrich, USA), po
czym worteksowano przy nastawieniu na wskaznik ,,5” do calkowitego rozpuszczenia
alginianu wapnia, a nastgpnie postepowano tak jak w przypadku swobodnej populacji

bakterii.

6. Przygotowanie sokow — zoladkowego i trzustkowego

Swieze soki odtwarzano do badan codziennie na podstawie metodyki opisanej przez
Charteris i in. [1998]. Zawiesing preparatu Pepsin [Sigma-Aldrich, P-700] o stezeniu 3 g L
oraz Pancreatin USP [Sigma-Aldrich, P-1500] ostgzenu 1 g L1, przygotowywano
w sterylnej solance (5 g L'1), doprowadzajac pH roztworu do 2,0 lub 8,0 przy uzyciu
stezonego HCI lub 0.1mol L NaOH.

7. Oznaczanie tolerancii bakterii na symulowany tranzyt przez zoltadek i jelito cienkie

Tolerancje bakterii na tranzyt przez zotadek 1 jelito cienkie przeprowadzano na podstawie

zmodyfikowanej wersji metody wg Charteris 1 in. [1998].
a) tranzyt w postaci swobodnej

Przygotowang §wiezo zawiesing komorek w postaci swobodnej przenoszono w ilosci
2 mL do probowki zamykanej kapslem na gwint i dodawano po 10 mL odtworzonych sokow:
zoladkowego lub trzustkowego. Zawarto$¢ probowek mieszano 1 inkubowano w temperaturze
37°C. Przy badaniu tranzytu zotadkowego, 1 mL mieszaniny reakcyjnej z pepsyng pobierano
po 1, 90 1 180 min do oznaczen ogdlnej ilosci komorek przezywajacych. Przy badaniu liczby
komorek tolerujgcych tranzyt w warunkach jelita cienkiego, do oznaczen pobierano po 1 mL

mieszaniny z pankreatyng, po uptywie 1 1 240 min inkubacji.
b) tranzyt w postaci immobilizowanej w alginianie wapnia

Immobilizowane komorki bakterii, §wiezo przygotowane do oznaczen w ilosci 2 g,
umieszczano w probowce z kapslem na gwint, po czym przy oznaczaniu symulowanego
pasazu przez zoladek 1 jelito cienkie postepowano wedlug opisu podanego dla komorek

swobodnych. Liczbe¢ komoérek immobilizowanych oznaczano wedlug opisu podanego w pkt 5.

8. Statystyczna analiza wynikow zostala przeprowadzona metoda 1-czynnikowej analizy

wariancji ANOVA testem Duncana (p < 0,05) [Statistica 7.1 StatSoft].
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WYNIKI I DYSKUSJA

Przyktady wyprodukowanych mikroczastek w postaci kulki petnozelowej oraz kapsutki

z cieklym rdzeniem przedstawiono na rysunku 1.

A

Rysunek 1 Zdjecia z mikroskopu optycznego (150x): (A) kulka pelnozelowa wytwarzana
przy uzyciu pojedynczej dyszy o $rednicy 300 um, (B) kapsutka z cieklym
rdzeniem wytwarzana przy uzyciu koncentrycznej dyszy o srednicy 150/300 pm.
Optical microscope images (150x).: (A) gelled bead obtained using single nozzle

of 300 um diameter, (B) capsule with a liquid core obtained using concentric

nozzle of 150/300 um diameter
Na zdjeciu (A) jest widoczna pelnozelowa matryca alginianowa o kulistym ksztalcie,
w ktorej rownomiernie zostala rozproszona zawiesina komorek bakterii, na zdjeciu (B)
przedstawiono kapsutke z powloka z alginianu wapnia, wypetniong zawiesing bakterii
w rdzeniu. Srednia wielko$¢ otrzymanych mikroczastek byla zblizona, co potwierdza wynik
pomiaru za pomoca dyfrakcji laserowej (tabela 1). Wartosci $redniej Srednicy dla kulek
petnozelowych byty réwne: 510 pum (D [3,2]) 1 525 pum (D[4,3]), natomiast wartosci dla
kapsutek wynosilty odpowiednio 524 1 563 um. Wielkosci te sg zgodne z oczekiwaniami
autorow pracy, gdyz uzycie dysz enkapsulatora o okreslonej $rednicy pozwala uzyskiwac
mikroczastki o oczekiwanej wielkosci, czyli okoto dwa razy wigkszej od rozmiaru

zastosowanych dysz [Biichi Labortechnik 2013].
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Tabela 1. Srednie $rednice kulek i kapsulek z alginianu wapnia, mierzonych metoda dyfrakcji
laserowe;j

Average diameters of calcium alginate beads and capsules, measured using laser

diffraction method
Rodzaj mikroczastek D [3,2] um D [4,3] pm
Kulka pelnozelowa 510+ 4 525+2
Kapsulka z ciektym rdzeniem 524 + 11 563+ 10

Dane stanowig $rednie z trzech powtdrzen + odchylenie standardowe

Data are the means of three experiments + standard deviation

W  doswiadczeniach innych badaczy, prowadzonych z wykorzystaniem techniki
wibracyjnej ialginianu wapnia, autorzy, stosujac dysz¢ o rozmiarze 80 um, uzyskali kulki
o $redniej Srednicy 110 = 10 um [De Prisco 1 in. 2015], mierzonej za pomocg mikroskopu
$wietlnego. Natomiast przy uzyciu dyszy o $rednicy 120 um [Yeung 1 in. 2016 (b)] rozmiar
kulek petnozelowych, mierzony metoda dyfrakcji laserowej, miescil si¢ w zakresie 135—
216 um [D3,2] oraz 211-287 um [D4,3].

Do badania przezywalnosci mikroorganizméw w postaci komoérek swobodnych
1 immobilizowanych w kulkach pemozelowych oraz kapsutkach z cieklym rdzeniem,
w odtworzonych sokach przewodu pokarmowego, wybrano dwie kultury LAB: Lactobacillus
plantarum KKP384 1 Streptococcus thermophilus TxgM; oraz trzy kultury bifidobakterii:
B. infantis ATCC 15697 KKP2029p, B. breve ATCC 15700 i B. breve KN65FP6-FERBEV.

Oznaczanie tolerancji bakterii na symulowany tranzyt przez zotadek 1 jelito cienkie
przeprowadzano zgodnie z opisem w pkt 7. Podczas symulowanego pasazu bakterii w postaci
swobodnej przez jelito cienkie stwierdzono niewielka, cho¢ istotng statystycznie (p <0,05),
redukcje liczebnos$ci populacji w czasie 240 minut w przypadku B. breve ATCC 15700 oraz
B. breve KN65FP6-FERBEV (tabela 2). Pozostale badane szczepy bakterii w ciggu 4 godzin
zachowaty wyjsciowa liczbe komorek swobodnych. Odnotowano natomiast odmienny wplyw
symulowanego pasazu przez jelito cienkie w przypadku kultur immobilizowanych
w alginianie wapnia, zarowno w postaci kulek petozelowych, jak 1 kapsutek z cieklym
rdzeniem; po 240 min pozostawienia bakterii w srodowisku jelita cienkiego nie stwierdzano
istotnych statystycznie (p < 0,05) zmian liczebnos$ci populacji zadnego z badanych szczepow
bakterii. Charteris 1 wsp. [1998], badajac tolerancj¢ na symulowany tranzyt przez goérne
odcinki przewodu pokarmowego szczepow Bifidobacterium oraz Lactobacillus, cho¢ ro6znych

od przedstawionych w niniejszym doswiadczeniu, poczynili podobne obserwacje. Badacze ci
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stwierdzili, iz na dziesi¢¢ badanych kultur, po 240 minutach ich symulowanego tranzytu przez
jelito cienkie w postaci swobodnej, wystgpita istotna statystycznie zmiana liczebnos$ci

populacji w przypadku tylko dwoch szczepow.

W przeprowadzonych badaniach wykazano brak istotnych réznic (p < 0,05) pomigdzy
inkubacja swobodnej kultury bakterii a immobilizowane] w postaci kapsutek oraz w postaci
kulek petnozelowych w symulowanym soku jelitowym z pankreatyng po 1 min 1 240 min,
wyjatek stanowit szczep B. infantis ATCC 15697KKP2029p, ktorego redukcja liczby
swobodnych komorek po 240 min byla istotnie wyzsza od immobilizowanych. Rzepkowska
1in. [2015] donosza, iz wigkszo$¢ szczepdw bakterii fermentacji mlekowej jest odporna na
dziatanie pankreatyny soku jelitowego.

Badanie tolerancji swobodnych kultur bifidobakterii i bakterii LAB na symulowane
warunki zotadka przy pH 2 pozwolito zaobserwowa¢, ze zadna z badanych kultur nie byta
zdolna przezy¢ w tych warunkach do 180 minut (tabela 3). Po 90 minutach stwierdzono
catkowita 1inaktywacje S. thermophilus TxMs B. breve ATCC 15700 1 B. breve
KN65FPOFERBEV, natomiast spadek komoérek swobodnych w przypadku L. plantarum
KKP384 wynosit 4,16 log a B. infantis ATCC 15697 - 6,31 log. Wartos$ci te byty zblizone do
uzyskanych przez Rzepkowska 11in. [2015], ktorzy w swoich badaniach stwierdzili obnizenie
liczby komorek szczepdw Lactobacillus o 7 log po 120 minutach inkubacji w soku o pH 2.
Wg doswiadczenia [Trabelsi 1 in. 2013] catkowita inaktywacja L. plantarum w soku
zotadkowym o pH 2 nastgpita dopiero po 4 godzinach. Natomiast w doswiadczeniu El-Shafei
1 1in. [2015] niewykrywalng liczb¢ swobodnych komoérek S. thermophilus stwierdzono po 120
minutach (pH 2), a po 90 minutach spadek wyniost ponad 5 faz logarytmicznych.

Badana przez Charteris 1 in. [1998] przezywalno$¢ kilkunastu kultur Bifidobacterium
oraz Lactobacillus w warunkach tranzytu zolagdkowego okazala si¢ wyzsza niz stwierdzona
w prezentowanej pracy. Podane przez cytowanych badaczy spadki liczebnosci populacji
swobodnych komoérek po 180 minutach w podobnych warunkach wynosity dla wigkszosci
kultur 3 cykle logarytmiczne. W innych badaniach [Yeung 1 in. [2016 (b)] stwierdzono spadek
liczebnos$ci szczepu B. infantis o 2,7 log w soku zoladkowym (pH 2,5) juz po 5 minutach.
Klewicka 1 in. [2014] podaja, ze zr6znicowanie wrazliwosci bakterii fermentacji mlekowej na
niskie pH obserwuje si¢ nie tylko miedzy gatunkami, lecz takze migdzy szczepami.

W badaniach stanowigcych przedmiot niniejszego doniesienia immobilizacja komorek
bakterii istotnie zwickszata ich przezywalnos¢ w symulowanym $rodowisku soku

zotadkowego o pH 2, w przypadku unieruchamiania zaréwno w kapsutkach, jak i w kulkach

81



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2016 t. 71 nr 4

pelozelowych. Wszystkie badane szczepy utrzymywaty zadowalajaca opornos¢ na niskie pH
do 180 minut symulowanego pasazu. Najmniejszym spadkiem liczebnosci populacji
charakteryzowat si¢ szczep L. plantarum KKP384, ktoérego liczba komorek obnizyta sie
w opisywanych warunkach o 1,28 log w kapsutkach oraz o 1,76 log w kulkach
pelozelowych. Nizszg przezywalnos¢ stwierdzono w przypadku S. thermophilus TxMs,
poniewaz liczebno$¢ w jego populacji zmniejszyta si¢ o ok. 3 fazy logarytmiczne zaro6wno
w kapsutkach, jak 1 w kulkach pelozelowych. Corbo 1 in. [2012] zaobserwowali wyzszy niz
w opisywanych badaniach spadek (okolo 3 log) komoérek L. plantarum zamknigtych
w kulkach petnozelowych w warunkach soku zotagdkowego o pH 1,9 w czasie 2 godzin.

Sposréd trzech badanych kultur bifidobakterii najlepsza tolerancje na symulowane
srodowisko soku zoladkowego wykazal szczep B. infantis ATCC 15697, ktoérego liczba
zywych komorek spadla o 2,12 fazy logarytmiczne w kapsulkach 1 o 2,64 fazy w kulkach
pelozelowych. Pozostate dwa szczepy bifidobakterii w warunkach symulowanego pasazu
przez zotadek wykazywaty nieco wyzsze spadki liczebnos$ci, na poziomie: 2,83 1 3,14 cykli
logarytmicznych w kapsutkach oraz 3,37 1 3,77 log w kulkach, odpowiednio w przypadku
B. breve ATCC 15700 1B. breve KN65. Tymczasem Sun i Griffith [2000] podaja, iz
immobilizowana w mieszaninie gum gellantksantan kultura B. infantis ATCC 15697,
poddana oddzialywaniu S$rodowiska zolagdka opH 2,0, nie przezywata 30 minut
doswiadczenia. Dane te sugeruja, iz alginian moze lepiej chroni¢ komorki bakterii przed
wplywem srodowiska niz gellan-ksantan.

Porownujac przezywalnos¢ komorek bakterii immobilizowanych w kapsutkach
1w kulkach petozelowych, nie stwierdzono istotnej réznicy (P < 0,05) tego parametru
pomigdzy obu formami w przypadku szczepu S. thermophilus TxkMs, natomiast istotno$¢
roznic zostala potwierdzona w odniesieniu do pozostatych szczepow badanych bakterii.
U pozostatych czterech badanych szczepoéw stwierdzono o okolo 0,5 log nizszg redukcje
liczebno$ci komorek bakterii w kapsutkach. Znalazto to potwierdzenie w danych
literaturowych, z ktoérych wynikato, iz kapsutki lepiej przyczyniaja si¢ do utrzymania
liczebnos$ci populacji komorek bakterii, skuteczniej zapobiegajac ich migracji do srodowiska
[Bakufa 1 in. 2013]. Szybkos$¢ migracji jest rowniez zalezna od wielkosci mikrokapsutek
[Bartkowiak 2016]; im sg one wigksze, tym proces uwalniania wolniejszy, a tym samym
wieksza skuteczno$¢ ochrony komorek. Zaobserwowana prawidtowos$¢ zostala wykazana juz
we wcezesniejszych badaniach Lee 1 Heo [2000], wedlug ktorych przezywalnos¢ wybranych
szczepow bifidobakterii zamknigtych w matrycach alginianowych wzrastala wraz ze

wzrostem ich liczebno$ci oraz wzrostem st¢zenia zelu alginianowego 1 $rednicy mikroczastek.

82



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2016 t. 71 nr 4

Jednak mozliwos$¢ zwigkszania wielkosci mikroczastek, zakladajac uzycie mikroorganizmow
do celow spozywczych, jest ograniczona ze wzgledu na profil sensoryczny matrycy

spozywczej [Ozyurt 1 in. 2014; Etchepare 1 in. 2015].

Tabela 2. Przezywalno$¢ swobodnych 1 immobilizowanych w alginianie wapnia kultur
bakterii w warunkach odtworzonego soku jelitowego (pH 8, 37°C)

Survival of free and immobilized in calcium alginate bacteraial cultures at the
conditions of reconstituted intestinal juice (pH 8, 37°C)

Kultura bakterii Poczatkowa Redukcja liczebnosci komorek
liczebnos¢ [log ]
komdrek 1 min 240 min
[log jtk g']
L.plantarum Swobodna 8,40+0,06 | 0,06+0,06 A a 0,04+0,06 A a
KKP384
KKP2025p Immobilizowana — kapsutki 8,28+0,20 | 0,10+0,18 A a 0,03+0,14 A a
Immobilizowana — kulki 8,65+0,18 | 0,07+0,08 A a 0,07+0,07 Aa
pemozelowe
\S.thermophil Swobodna 8,10+0,12 | 0,12+0,10A a 0,30+0,20 A a
us TxM;3
KKP2030p Immobilizowana — kapsuiki 8,16+0,13 | 0,25+0,19Aa 0,18+0,18 Aa
Immobilizowana — kulki 8,18+0,07 | 0,05+0,05Aa 0,21+0,20 Aa
pemozelowe
B. infantis Swobodna 8,89+0,13 | 0,08+0,13Aa 0,30+0,05B a
ATCC 15697
KKP2029p Immobilizowana — kapsutki 8,73+0,03 | 0,02+0,02 A a 0,06+0,14 A a
Immobilizowana — kulki 8,44+0,08 | 0,01+0,05Aa 0,06+0,02 Aa
pemozelowe
B. breve Swobodna 8,61+0,07 | 0,06+0,01 Aa 0,42+0,08 Ab
ATCC 15700
Immobilizowana — kapsutki 8,77+0,01 0,11+0,27 Aa 0,16+0,26 A a
Immobilizowana — kulki 8,69+0,30 | 0,06+0,10A a 0,13+0,01 Aa
pemozelowe
B. breve Swobodna 8,66+0,08 | 0,03+0,01 Aa 0,36+0,07 Ab
KN65
FP6-FERBEV  Immobilizowana — kapsufki 8,95+0,07 | 0,03+0,15Aa 0,14+0,12Aa
Immobilizowana — kulki 8,89+0,09 | 0,01+0,02Aa 0,30+0,26 Aa
pemozelowe

Dane stanowig $rednie z trzech powtorzen. Oznakowane jednakowymi duzymi literami warto$ci
w kolumnach oraz jednakowymi matymi literami wartoS§ci w wierszach, dla poszczegdlnych
szczepoOw, nie roznig si¢ istotnie (p < 0,05)

Data are the means of three experiments. Values denoted with the same uppercase letters in columns
and the same lowercase letters in vows, for individual strains, do not differ significantly (p <0.05)
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Tabela 3. Przezywalnos¢ swobodnych 1 immobilizowanych w alginianie wapnia kultur
bakterii w warunkach odtworzonego soku zotagdkowego (pH 2, 37°C)
Survival of free and immobilized in calcium alginate bacteraial cultures at the
conditions of reconstituted stomach juice (pH 2, 37°C)

Kultura bakterii Poczatkowa Redukcja liczebnosci komorek
liczebnos¢ [log]
komérek 1 min 90 min 180 min
[log jtk g'']
L.plantarum Swobodna 8,36+0,18 0,12+0,15Aa 4,16£0,16 Bb 8,36+0,18 C ¢
KKP384
KKP2025p Immobilizowana -  8,35+0,12 0,29+0,14Aa  0,60+0,28 Ab 1,28+0,18 Ac
kapsutki
Immobilizowana —|  8,66+0,09 0,10+£0,07Aa 0,47+0,17Ab 1,76£0,22 B ¢
kulki pelnozelowe
S.thermophil Swobodna 8,06+0,07 1,93+0,18 Bb 8,06+0,07Ba 8,06+0,07 Ba
us TxM;
KKP2030p Immobilizowana —|  8,22+0,07 0,23+0,26 Aa  1,65+0.34 Ab 2,99+0.43 Ac
kapsutki
Immobilizowana —|  8,00+0,17 0,24+0.26 Aa  1,32+0,36 Ab 3,14+0,32 Ac
kulki pelnozelowe
B. infantis Swobodna 8,80+0,10 0,28+0,13Aa 6,3140,35Cb 8,80+0,10C ¢
ATCC 15697
KKP/2029p Immobilizowana —|  8,70+0,06 0,19+0,15Aa 0,91+0,12Ab 2,12+0,16 Ac
kapsutki
Immobilizowana —|  8,96+0,10 0,11£0,07Aa 1,88+0,15Bb 2,64+0,20 B¢
kulki pelnozelowe
B. breve Swobodna 8,56+0,02 0,43+0,17Bb 8,56+0,02Ca 8,56+0,02Ca
ATCC 15700
Immobilizowana —|  8,74+0,12 0,19+0,05Aa 1,35+0,10Ab 2,83+0,16 Ac
kapsutki
Immobilizowana —|  8,96+0,19 0,17+0,11 Aa  2,09+0,20Bb 3,37+0,21 B¢
kulki pelnozelowe
B. breve Swobodna 8,68+0,16 0,42+0,11 Ab 8,68+0,16 Ba 8,68+0,16Ca
KN65
FP6-FERBEV Immobilizowana —|  8,72+0,33 0,39+0,26 Aa  2,01+0,08 Ab 3,14+0,40 Ac
kapsutki
Immobilizowana —|  8,98+0,38 0,24+0,23 Aa  2,07+0,46 Ab 3,77+0,34 B¢
kulki pelnozelowe

Dane stanowig $rednie z trzech powtorzen. Oznakowane jednakowymi duzymi literami wartosci
w kolumnach oraz jednakowymi matymi literami warto$ci w wierszach, dla poszczeg6lnych
szczepOw, nie r6znig si¢ istotnie (p < 0,05)

Data are the means of three experiments. Values denoted with the same uppercase letters in

columns and the same lowercase letters in rows, for individual strains, do not differ significantly
(p <0.05)
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WNIOSKI

1. Immobilizacja komoérek bakterii w alginianie wapnia metodg wibracyjng przy uzyciu
Enakapsulatora B-395 Pro umozliwiala otrzymanie stabilnych kapsutek 1 kulek
o odpowiedniej strukturze 1 wymiarach.

2. Immobilizowane w alginianie wapnia komorki LAB 1 bifidobakterii — w formach kulek
pelozelowych lub kapsutek z cieklym rdzeniem — cechowala wyzsza niz komorki
swobodne przezywalno$¢ w symulowanym $rodowisku soku zotadkowego. Swiadczy to
o funkcji ochronnej immobilizowania bakterii w alginianie wapnia.

3. Lepsza ochrong przed warunkami panujagcymi w $rodowisku o pH 2 zapewniato
unieruchamianie bakterii w kapsutkach z cieklym rdzeniem niz unieruchamianie
w kulkach petnozelowych.

4. Wyniki pracy stwarzaja podstawe do kontynuacji badan w kierunku wzbogacania biotum
zywnosci fermentowanej immobilizowanymi komorkami bakterii oraz S$ledzenia ich
przezywalno$ci w warunkach przechowywania zywno$ci uzyskiwanej w procesie

fementacji.

PODZIEKOWANIE

Zespot badawczy dzigkuje firmie Donserv za wypozyczenie urzadzenia Enkapsulator B-395 Pro do

prowadzenia badan.
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