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WPLYW DODATKU WOLNEGO KWASU LINOLOWEGO
NA ZAWARTOSC CLA ORAZ ROZWOJ BAKTERII
MLEKOWYCH W UKEADACH SEROW MODELOWYCH
Z LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS"

Streszczenie. W pracy okreslano wptyw dodatku wolnego kwasu linolowego na powstawanie
kwasu linolowego o wigzaniach skoniugowanych (CLA) w tluszczu modelowych seréow dojrze-
wajacych pod wptywem aktywnosci metabolicznej paleczek mlekowych Lactobacillus acidophi-
lus La-5. Badano rdwniez zmiany liczby bakterii mlekowych w czasie dojrzewania modeli serow.
Zawarto$¢ CLA w uktadach probiotycznych z dodatkiem kwasu linolowego byta istotnie staty-
stycznie wigksza (a = 0,05) w pordéwnaniu z uktadami kontrolnymi. Obserwowano ponad sied-
miokrotne zwigkszenie udziatu CLA w puli wolnych kwaséw thuszczowych w uktadach zawiera-
jacych bakterie Lb. acidophilus La-5, co potwierdza zdolno$¢ badanych bakterii mlekowych do
izomeryzacji kwasu linolowego do CLA. Kwas linolowy nie wptywat hamujaco na rozwoj bada-
nych bakterii mlekowych — wykazywaty one podobny wzrost w modelach z dodatkiem oraz bez
dodatku tego kwasu.

Stowa kluczowe: Lactobacillus acidophilus, kwas linolowy, CLA, modele serow dojrzewajacych

Wstep

Kwas zwaczowy (C18:2 cis-9, trans-11) jest jednym z izomeréw kwasu linolowego
o wigzaniach skoniugowanych, ktory w badaniach na zwierzetach wykazuje dziatanie
prozdrowotne, tj. przeciwnowotworowe, przeciwmiazdzycowe, immunomodulacyjne,
przeciwcukrzycowe i inne (PRZYBOJEWSKA i RAFALSKI 2003).

W badaniach nad biosyntezag kwasu zwaczowego (CLA) wykazano, ze niektore
szczepy bakterii kwasu mlekowego majg zdolnos$¢ przeprowadzania transformacji kwa-

“Praca zostata sfinansowana ze §rodkéw na nauke Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzsze-
go w latach 2008-2009 w ramach grantu promotorskiego nr N N312 150 634.
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s6w nienasyconych do CLA na drodze izomeryzacji, uwodornienia i dehydratacji (SIE-
BER 1 IN. 2004). Najczesciej przemianom tym podlegaja kwas linolowy oraz linolenowy.
Uwaza sie, ze konwersja kwasu linolowego do CLA jest mechanizmem detoksykacji
stosowanym przez komorki bakterii. Szczepy zdolne do przezywania w warunkach
silniejszych stgzen nienasyconych kwasdéw thuszczowych z grupy osiemnastoweglo-
wych majg zazwyczaj wigksza zdolno$¢ produkcji CLA (JIANG i IN. 1998 b, COAKLEY
iIN. 2003).

Izomeraza kwasu linolowego (EC 5.2.1.5) jest zlokalizowana w btonach komorko-
wych bakterii 1 wykazuje specyficzno$¢ substratowa do systemu wigzan podwdjnych
o konfiguracji cis-9, cis-12. Prawdopodobnie enzym ten wymaga obecnosci wolnych
grup karboksylowych, aczkolwiek wyniki badan potwierdzaja, ze réwniez zestryfiko-
wane formy kwasu linolowego stanowia substrat przemian omawianej biosyntezy
(BAUMAN 1 IN. 1999, KiM i L1u 2002). Przyktadowo, w pracy LINA i IN. (1999) badano
wptyw m.in. Lb. acidophilus CCRC14079, Lb. delbrucki subsp. bulgaricus CCRC
14009, Lb. delbriicki subsp. lactis CCRC 14078, Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCRC 12586 oraz Lc. lactis subsp. lactis CCRC 10791 na synteze¢ CLA w pozywce z
mleka z dodatkiem 0 mg/cm®, 1 mg/cm® i 5 mg/cm® kwasu linolowego. Wydajno$é
syntezy CLA byta zalezna od szczepu, ktorym zaszczepiano podtoze, oraz ilosci doda-
nego substratu, tj. kwasu linolowego. Dodatek C18:2 cis-9, cis-12 w ilosci 1 mg/ecm’
okazat si¢ optymalny. Po 24 h fermentacji z Lb. acidophilus uzyskano prawie cztero-
krotny wzrost zawartosci CLA.

ALONSO 1 IN. (2003) okres$lali zdolno$¢ szczepow Lb. acidophilus (L1, O16) i Lb.
casei (E5, E10), wyizolowanych z przewodu pokarmowego czlowieka, do produkcji
wolnego kwasu linolowego w podtozu bulionowym MRS oraz mleku. Wszystkie anali-
zowane szczepy wykorzystywaty wolny kwas linolowy dodawany do podtoza wzrosto-
wego. Po 24 h fermentacji w badanym supernatancie ponad 90% izomeréw CLA sta-
nowil kwas zwaczowy.

W badaniach KiM i Liu (2002) substratem przemian byt olej stonecznikowy. Auto-
rzy kierowali si¢ doniesieniami m.in. NOBLE’A i IN. (1974), ktorzy wykazali, ze kwas
linolowy w postaci zestryfikowanej rowniez byt efektywnym substratem biohydrogena-
cji prowadzonej przez bakterie rumenowe. W hodowli z Lc. lactis 10-1 odnotowano
ponad dwukrotny wzrost ilo§ci CLA w poréwnaniu z probg kontrolna, tj. mlekiem bez
dodatku oleju stonecznikowego. Bakterie wykazywaly duza tolerancje w stosunku do
dodanego oleju stonecznikowego, co swiadczyto o efektywnos$ci systemu detoksykacji.

OGAWA 11N. (2001) oraz DEVILLARD i IN. (2007) zaobserwowali, ze przeksztalcaniu
kwasu linolowego do CLA towarzyszylo powstawanie produktéw posrednich, tj. hy-
droksykwasow, jak np. kwasu 10-hydroksy-trans-12-oktadekenowego, czy kwas 10-
-hydroksy-cis-12-oktadekenowego. OGAWA 1 IN. (2001) postawili teze, ze izomeryzacja
dienu niesprz¢zonego do uktadu wigzan skoniugowanych zachodzi poprzez produkcje
wspomnianych pochodnych hydroksylowych. W hodowli z Lb. acidophilus autorzy
odnotowywali zmniejszenie zawartosci hydroksykwasow, ktore korelowato ze wzro-
stem ilosci CLA. Zjawisko to thumaczono konwersja tych pierwszych do CLA.

W literaturze mato jest informacji odnoszacych si¢ do biosyntezy CLA przez bakte-
rie mlekowe w probkach zywnosci, zatem celem prezentowanej pracy byto okreslenie,
czy dodatek wolnego kwasu linolowego (C18:2 cis-9, cis-12) wpltywa na zwigkszenie
zawartosci wolnego kwasu linolowego o wigzaniach skoniugowanych (C18:2 cis-9,
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trans-11; CLA) w tluszczu modeli serow dojrzewajacych zawierajacych bakterie Lb.
acidophilus La-5. Izomer C18:2 cis-9, trans-11 jest gtbwnym produktem izomeryzacji
kwasow nienasyconych do dienéw sprzezonych, dlatego byt on przedmiotem niniej-
szych badan.

W danych Zrédtowych najczesciej sg przedstawiane wyniki okre$lajace zmiany za-
warto$ci CLA bez rozréznienia na frakcje kwasow zestryfikowanych w postaci acylo-
gliceroli oraz wolnych kwasow ttuszczowych. Wynika to z procedur przygotowywania
prob do analiz chromatograficznych. Przyktadowo, stosowanie estryfikacji kwasow
thuszczowych w §rodowisku kwasnym, np. z tréjfluorkiem boru (BF;), wymusza prze-
prowadzenie uprzedniej hydrolizy acylogliceroli thuszczu mlecznego. Na wynik konco-
wy sklada si¢ zatem suma kwasoéw uwolnionych z estrow glicerolu oraz kwasow tlusz-
czowych wystepujacych w tluszczu mlecznym w postaci wolnej. Zastosowanie takiego
podejscia nie ultatwia zrozumienia proceséw powstawania CLA w badanej matrycy.
W badaniach wstepnych do przedstawianej pracy stwierdzono, ze dodatek wolnego
kwasu linolowego, jako substratu przemian biosyntezy CLA, nie wptywal na wzrost
zawarto$ci CLA w postaci zestryfikowanej. Ze wzgledu na powyzszy fakt przedstawiono
wyniki dotyczace zmian zachodzacych tylko we frakcji wolnych kwasoéw thuszczowych.

Material i metody

Material badawczy stanowity modele serow dojrzewajacych wytwarzanych z wyko-
rzystaniem szczepionki starterowej z rodzaju Lactococcus lactis subsp. lactis R-603,
ktora zestawiano z monokultura Lactobacillus acidophilus La-5 w przypadku uktadow
probiotycznych. Szczepionki bakterii zakupiono w firmie Ch. Hansen. Wytwarzano
modele z naturalng oraz zwigkszong zawartoscig wolnego kwasu linolowego. Do ukta-
doéw o zwiekszonej zawarto$ci kwasu C18:2 cis-9, cis-12 sktadnik ten dodawano
w ilosci ok. 1 mg/g modelu (czysto$¢ > 99%, Sigma-Aldrich, Niemcy). Dawke¢ kwasu
linolowego wyznaczono w ramach badan wstepnych. Szczepionki kultur bakteryjnych
przygotowywano w sterylnym w mleku UHT (3,2% tluszczu), tak aby uzyska¢ okoto
107-10% komorek bakterii w gramie modelu. Modele serow wytwarzano z zachowaniem
warunkow sterylnych. Wykorzystano zmodyfikowang procedurg CRESPO i IN. (2004).
Do jatowych butelek Schotta zawierajacych 250 cm?® sterylnej wody destylowanej na-
wazano 158 g $mietanki UHT (30% ttuszczu) i 157 g odttuszczonego proszku mleczne-
go. Nastgpnie dodawano NaCl (4 g) i cytrynian sodu (1,75 g). Butelki z wymieszanymi
sktadnikami umieszczano w tazni wodnej (Cabrolab Electronic, Polska) i poddawano
ogrzewaniu do temperatury 31°C, by nastgpnie zaszczepi¢ bakteriami. Zaszczepiona
gestwe serowg termostatowano w temperaturze 30°C przez 30 min. Po tym czasie do-
dawano preparat koagulujacy (1:13 000, Marzyme, Ch. Hansen) w ilosci 1 ¢cm’ i do-
ktadnie mieszano. Po wytworzeniu skrzepu serowego (po uptywie okoto 40 min od
dodania podpuszczki) gestwe cieto 1 dogrzewano (36°C, 25 min). Kolejne dogrzewanie
prowadzono w temperaturze 41°C przez 20 min, po czym modele seréw termostatowa-
no w tej temperaturze dodatkowe 30 min. Tak przygotowane sery modelowe poddawa-
no dojrzewaniu przez 8 tygodni w temperaturze 14°C w chlodziarce z kontrolowang
temperaturg (Electrolux). Modele wykonywano w dwoch seriach badan.
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Probki do analiz mikrobiologicznych pobierano w czasie 0 (bezposrednio po wytwo-
rzeniu modeli) oraz po 2., 4., 6. 1 8. tygodniu dojrzewania. Do oznaczen estrow metylo-
wych kwasow thuszczowych wykorzystywano probki z czasu 0, po 4 i 8 tygodniach
dojrzewania, przechowywane w temperaturze —21°C do czasu analizy.

W celu oznaczenia liczby komorek pateczek beztlenowych (Lb. acidophilus) inku-
bacj¢ prowadzono w podtozu MRS-agar w warunkach beztlenowych (42°C, 72 h). Wa-
runki beztlenowe uzyskiwano, stosujac stoje do hodowli beztlenowych oraz wkilady
Anaerocult A (Merck, Niemey). Oznaczenie liczby komorek paciorkowcow mlekowych
prowadzono w podtozu M17-agar, a plytki inkubowano z posiewami w warunkach
tlenowych (30°C, 72 h). Wynik koncowy (§rednia z czterech powtdrzen) podawano jako
logarytm jednostek tworzacych kolonie w przeliczeniu na 1 g modelu sera (log jtk/g
modelu sera).

Frakcje wolnych kwasow ttuszczowych (WKT) ekstrahowano z ttuszczu modeli se-
row (1,5 g), wykorzystujac ekstrakcje do fazy statej na kolumienkach SPE wypehio-
nych jonowymienng faza aminopropylowa (SPE Strata-NH2, 513 m*/g, Phenomenex)
zgodnie z procedura, jaka zaproponowali w swoich pracach DE JONG i BADINGS (1990)
oraz CHAVARRI i IN. (1997). Wolne kwasy tluszczowe estryfikowano z wykorzystaniem
1-procentowego roztworu H,SO, w metanolu, zgodnie z tym, co podaje CHRISTIE (1993).
Estry metylowe kwasow tluszczowych (FAME, ang. fatty acid metyl ester) oznaczano
metoda chromatografii gazowej sprze¢zonej ze spektrometria mas (GC/MS-QP2010,
Shimadzu). Rozdziatl chromatograficzny prowadzono na kolumnie BPX 90 (60 m x
0,25 mm % 0,25 pm), SGE Incorporated. Probke nastrzykiwano w trybie dzielnikowym
przy stosunku podzialu 1:50 w temperaturze dozownika 260°C. Rozdziat chromatogra-
ficzny przebiegal w nastepujacych warunkach chromatografowania: temperatura po-
czatkowa kolumny — —50°C, izoterma — 5 min, wzrost temperatury — o 6°C/min do
150°C, izoterma — 0,5 min, nastgpnie temperatura pieca wzrosta o 1,5°C/min do 200°C
— izoterma 0,5 min, po czym zastosowano wzrost temperatury o 10°C/min do 220°C
(izoterma 20 min). Gazem no$nym byt hel o przeptywie 0,87 cm*/min. Stosowano na-
stepujace warunki pracy spektrometru masowego: temperatura zrodta jonéw — 200°C,
temperatura linii faczacej GC z MS — 200°C, jonizacja — elektronami o energii 70 eV,
napigcie detektora — 1,27 kV, zakres przemiatania filtru kwadrupolowego — 50-500 m/z.

Jako standardy zewngtrzne stosowane do wyznaczania wspolczynnikéw korekceyj-
nych dla estrow metylowych kwasow thuszczowych wzgledem standardu wewnetrznego
(C21:0) oraz wyznaczania czasow retencji poszczegolnych estrow metylowych kwasow
thuszczowych celem identyfikacji wykorzystywano standard estrow metylowych kwa-
sow tluszczowych od C4:0 do C22:5n6 (GLC-67, > 99%, Nu-Chek Prep., USA), stan-
dard mieszaniny izomeroéw estrow metylowych kwasu linolowego o wigzaniach skoniu-
gowanych (18:2 cis-9, trans-11; 18:2 trans-10, cis-12) o czystosci > 99% (UC-59-M,
Nu-Chek Prep., USA). Obliczen ilosciowych CLA (jako kwasu C18:2 cis-9, trans-11)
dokonywano wzgledem standardu wewngtrznego (kwas heneikozanowy — C21:0, czy-
sto§¢ > 99%; N-21-A, Nu-Chek-Prep., USA) z zastosowaniem wspotczynnikow korek-
cyjnych oraz przeliczeniowych FAME na wolne kwasy thuszczowe. Wynik koncowy
wyrazano w miligramach CLA na 100 g thuszczu. Analizy wykonywano w trzech po-
wtorzeniach w kazdej z dwoch serii badan. W przypadku kwaséw hydroksylowych
identyfikacji dokonywano na podstawie poréwnania widm masowych analizowanych
zwigzkow z widmami masowymi przedstawianymi w literaturze (DEVILLARD i IN.
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2007), natomiast obliczen iloSciowych dokonywano, wykorzystujac standard zewnetrz-
ny estru metylowego kwasu rycynowego (U-50-M, Nu-Chek Prep., USA).

Wyniki badan poddawano analizie statystycznej z wykorzystaniem pakietu staty-
stycznego Statistica V.8, przeprowadzajac jednoczynnikowa analize wariancji. Do po-
rownan postuzono si¢ testem HSD Tukeya.

Wyniki i dyskusja

W ramach charakterystyki mikrobiologicznej modeli serow badano zmiany liczby
komoérek paciorkowcdw i pateczek mlekowych w czasie dojrzewania. Zgodnie z proce-
dura wytwarzania modeli do wszystkich uktadéw dodawano bakterie starterowe Lc.
lactis R-603. Inokulum kultury starterowej bylo na poziomie $rednio okoto 7,5 log jtk/g
sera modelowego, zarbwno w modelach bez dodatku kwasu linolowego, jak i z dodat-
kiem tego sktadnika lipidowego (tab. 1).

Tabela 1. Zmiany liczby komorek bakterii mlekowych: paciorkowcow mlekowych w uktadach
kontrolnych i probiotycznych (R-603 oraz R-603 + La-5) oraz pateczek mlekowych Lactobacillus
acidophilus La-5. Uklady z dodatkiem kwasu linolowego oznaczono dodatkowym skrotem
+ C18:2 (log jtk/g modelu)

Table 1. Changes in lactic acid bacteria count: lactic coccus in control models and in probiotic
models (R-603 and R-603 + La-5); as also count of lactic acid rods Lactobacillus acidophilus La-5.
Models with the addition of linoleic acid were marked with + C18:2 (log cfu/g of model)

Czas dojrzewania (tygodnie)
Model

0 2 4 6 8

Paciorkowce mlekowe w uktadach 7,56+0,21 | 8,51+0,51 | 8,62+0,16 | 8,56+0,43 8,14+0,08
kontrolnych (R-603) a,A,B b,D,E b,D,E b,D,E |[a,b,A,B,C,D

Paciorkowce mlekowe w uktadach 7,50+0,20 | 8,76+0,36 | 8,41+0,17 | 8,55+0,15 8,25+0,05
kontrolnych z dodatkiem kwasu a, A b,D,E b,C,D,E b,D,E b,B,C,D,E
linolowego (R-603 + C18:2)

Paciorkowce mlekowe w uktadach 7,41£0,26 | 8,56+0,30 | 8,45+0,33 | 8,57+0,30 8,24+0,07
probiotycznych (R-603 + La-5) a, A b,D,E b,D,E b,D,E b,B,C,D,E

Paciorkowce mlekowe w uktadach 7,70+£0,23 | 8,52+0,22 | 8,88+0,10 | 8,63+0,15 8,42+0,23
probiotycznych z dodatkiem kwasu a, A,B,C b,D,E b,D,E b,D,E b,D,E
linolowego (R-603 + La-5 + C18:2)

Pateczki mlekowe w uktadach pro- 7,39+0,16 | 7,05+£0,26 | 7,11+£0,20 | 7,05+0,07 6,60+0,15
biotycznych bez kwasu linolowego a, A a, b, A a, A a, b, A b,B,C
(La-5)

Pateczki mlekowe w uktadach pro- 6,98+0,14 | 7,20+0,20 | 7,28+0,12 | 6,85+0,08 6,39+0,21
biotycznych z dodatkiem kwasu a, A, B a, A a, A a,b,A, B b,C
linolowego (La-5 + C18:2)

Wartosci §rednie oznaczone tymi samymi matymi literami w wierszach nie rdznig si¢ statystycznie istot-
nie (o = 0,05). Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi duzymi literami w kolumnach nie rdznig si¢ staty-
stycznie istotnie (a0 = 0,05).
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W ciggu dwoch pierwszych tygodni dojrzewania w 14°C w modelach bez dodatku
kwasu linolowego nastgpowalo istotnie statystycznie namnazanie si¢ komorek ziarnia-
kow mlekowych, zar6wno w uktadach kontrolnych, jak i w modelach z dodatkiem pro-
biotycznych pateczek La-5. Liczba komorek bakterii starterowych, przypadajacana 1 g
modeli seréw intensywniej si¢ zwickszata obecnosci Lb. acidophilus (R-603 + La-5)
(wzrost mniej wigcej o 1,1 cyklu log). W tym samym czasie wzrost Lc. lactis w mode-
lach kontrolnych (R-603) bez dodatku wolnego kwasu linolowego wyniost okoto 0,9
cyklu logarytmicznego. Nastgpnie obserwowano powolne zmniejszanie si¢ liczebnosci
zywych komorek kultury starterowej, aczkolwiek poziom zmian okazat si¢ nieistotny
statystycznie.

W modelach kontrolnych z dodatkiem kwasu linolowego (R-603 + C18:2) w ciagu
dwoch pierwszych tygodni dojrzewania wzrost liczby komorek paciorkowcow mleko-
wych osiggnat poziom okoto 1,3 cyklu logarytmicznego, w uktadach za$ z Lb. acidophi-
lus liczba komorek R-603 wzrosta w przyblizeniu o 0,8 cyklu logarytmicznego. Po tym
okresie w modelach kontrolnych odnotowywano statg, powolna tendencje do zmniej-
szania si¢ liczebnos$ci populacji ziarniakdw mlekowych, jednakze zakres zmian nie byt
istotny statystycznie. W modelach probiotycznych przyrost liczba komorek ziarniakow
mlekowych nastgpowal do 4. tygodnia dojrzewania, po czym odnotowywano tendencjg
do obumierania komorek tych bakterii w zakresie nieistotnym statystycznie.

Inokulum pateczek mlekowych w gestwach serowych modeli bez dodatku oraz
z dodatkiem kwasu linolowego wynosito powyzej 7,5 log jtk/g. W czasie wytwarzania
modeli zawierajacych wolny kwas thiszczowy obserwowano istotne statystycznie
zmniejszenie si¢ liczby komdrek La-5 do okoto 7,0 cyklu log. Jak juz wspomniano,
nalezy przypuszcza, ze w poczatkowej fazie wytwarzania modeli serow obecno$é
kwasu linolowego dziatata na komorki bakterii toksycznie, stad wymagaty one dtuzsze-
go okresu przystosowania swego systemu enzymatycznego i metabolizmu do zastanych
warunkow wzrostu.

W catym okresie dojrzewania modeli probiotycznych z Lb. acidophilus bez dodatku
kwasu linolowego nie obserwowano wzrostu liczby pateczek beztlenowych, tylko po-
wolne, istotne statystycznie zmniejszanie si¢ liczby zywych komorek tych bakterii.
Po dwoch pierwszych tygodniach populacja Lb. acidophilus zmniejszyta si¢ w tych
uktadach mniej wigcej o 0,3 log w odniesieniu do czasu zerowego i utrzymywata si¢ na
tym poziomie do 6. tygodnia dojrzewania. Nastepnie liczba komoérek pateczek Lactoba-
cillus zmniejszata si¢ o kolejne 0,5 jednostki w ostatnim okresie dojrzewania. W mode-
lach z dodatkiem kwasu linolowego pateczki acidofilne La-5 wykazywaly odmienny
charakter wzrostu, ale nie byly to roéznice istotne statystycznie w porownaniu z mode-
lami bez dodatku kwasu. Do 4. tygodnia dojrzewania obserwowano powolny rozwdj
probiotykéw, a dopiero po tym czasie nastepowato obumieranie Lb. acidophilus z po-
ziomu okoto 7,3 log jtk/g w 4. tygodniu dojrzewania do 6,4 cyklu log w ostatnim tygo-
dniu.

Badane przez PHILLIPSA i IN. (2006) szczepy Lb. acidophilus L-10 i La-5 rowniez
wykazywaly tendencj¢ do zmniejszania liczby zywych komorek w czasie dojrzewania
serow. Szczep L-10 przez 8 tygodni dojrzewania serow utrzymywat liczebnos¢ komo-
rek na poziomie okoto 107 jtk w 1 g sera, po czym liczba komorek gwattownie sig
zmniejszata do okoto 4,9 x 107 jtk/g. Szczep La-5 z poczatkowej wartosci 10° jtk/g
zmniejszat liczbe komorek do okoto 3,6 x 10° jtk/g. Autorzy nie znalezli przyczyn ta-
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kiego przebiegu wzrostu badanych pateczek mlekowych. Mimo ze w dyskutowanych
modelach zmiany liczby komoérek Lb. acidophilus La-5 nie byly az tak gwattowne
(przypuszczalnie ze wzgledu na wieksza zawarto$¢ wody oraz laktozy), to tendencja do
zmniejszania si¢ liczby zywych paleczek La-5 byla podobna do przedstawionych
w literaturze przedmiotu.

Przezywalno$¢ komorek Lb. acidophilus w serach cheddar dojrzewajacych w tempe-
raturach 4, 8 lub 12°C zalezata od temperatury, czasu dojrzewania oraz kombinacji
wspomnianych czynnikow. Komorki Lb. acidophilus wykazywaty lepsza przezywal-
no$¢ w temperaturach nizszych (4 i 8°C). Liczebno$¢ Lactobacillus w tych warunkach
pozostawata na poziomie powyzej 107 jtk/g, w temperaturze za$ 12°C — ponizej 10°
jtk/g (ONG i1 SHAH 2008). Zgodnie z wynikami badan przedstawionymi przez DARUKA-
RADHYE i IN. (20006) liczba Lb. acidophilus w pierwszym miesigcu dojrzewania serow
cheddar wynosila okoto 6 x 10° jtk/g, zmniejszajac si¢ prawie 300-krotnie w okresie
drugiego miesiaca dojrzewania (2 x 10° jtk/g). W serach probiotycznych z dodatkiem
Lb. acidophilus dojrzewajacych w temperaturze 12°C BERGAMINI i IN. (2005) obser-
wowali wzrost liczby pateczek do 30. dnia dojrzewania z poziomu 6,9 do 8,4 cyklu
logarytmicznego, po czym nastgpowato zmniejszenie liczby tych bakterii do 7,8 cyklu
logarytmicznego w 60. dniu dojrzewania.

Niektore kwasy tluszczowe moga stymulowaé lub hamowac wzrost bakterii, w za-
lezno$ci od dawki, aczkolwiek uwaza sig, ze kwasy takie jak linolowy i linolenowy
wykazuja bardziej inhibitujacy wplyw na rozwdj mikroorganizméw. Nie wszystkie
badania potwierdzaja powyzsza teze. Przyktadowo, AWAISHEH i IN. (2005) okreslali
efekt wybranych nutraceutykéw, stosowanych do wzbogacania zywnoS$ci, na przezy-
walno$¢ kultur bakteryjnych rodzajow Lactobacillus 1 Bifidobacterium. Dodatek kwa-
sOw z grupy -3 przyczyniat si¢ do wzrostu liczby pateczek Lactobacillus (maksymalny
wzrost przy dodatku 0,1%). Jak stwierdzili KANKAANPAA i IN. (2004), wolne kwasy
thuszczowe (linolowy, linolenowy i inne) nie powodowaty $mierci komorek bakterii
mlekowych, ale wstrzymywaly ich cykl komérkowy oraz wptywaty modyfikujaco na
sktad bton lipidowych tych mikroorganizméw. W badaniach WILLIAMSA 1 IN. (1947)
kwasy linolowy i linolenowy dziataty stymulujaco tylko w waskim zakresie st¢zen i pH,
w wigkszych za$ dawkach byly dla bakterii toksyczne. Zakres pH i stgzen dziatania
aktywujacego wzrost komorek zwigkszano poprzez dodanie do podloza zwiazkow
emulgujacych. WILLIAMS i IN. (1947), powolujac si¢ na prace KODICKA i WORDENA
(1945), podaja, ze aktywnos$¢ inhibitujaca kwasow oleinowego, linolowego i linoleno-
wego w stosunku do bakterii Lb. casei niwelowat dodatek lecytyny, cholesterolu, kalci-
ferolu, a-tokoferolu, albumin serum krwi, jak i jonow wapnia (Ca"). Autorzy stwier-
dzali, ze aktywno$¢ stymulujaca kwasu linolowego byla rzgdu 80% w odniesieniu do
aktywnosci kwasu oleinowego.

Omawiane uklady modelowe stanowily matryce skoncentrowanych sktadnikoéw
mleka, przede wszystkim biatek i ttuszczu, ktéore mogly rowniez dziata¢ ochronnie na
komorki bakterii. LIN i IN. (1999) nie obserwowali inhibicji wzrostu bakterii kwasu
mlekowego w podtozu przygotowanym z odtluszczonego mleka w proszku (120 g/1)
z dodatkiem 0, 1000 pg/cm’ i 5000 pg/cm’ kwasu linolowego, w podtozu zas zawiera-
jacym 1000 pg/ml stwierdzali prawie trzy-czterokrotne zwigkszenie zawartosci CLA,
podczas gdy wigksza dawka kwasu nie wptywata na zwigkszenie produkcji CLA. Prze-
zywalno$§¢ bakterii w takich warunkach thumaczono ochronnym dzialaniem biatek mleka.
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W pracy VAN NIEUWENHOVE i IN. (2007) wszystkie badane szczepy Lactobacillus,
Bifidobacterium 1 Streptococcus tolerowaly stezenie kwasu linolowego 200 pg/ml.
Bakterie rodzaju Bifidobacterium wykazywaly rozwoj intensywniejszy w obecno$ci
C18:2 cis-9, cis-12 w porownaniu z uktadem kontrolnym bez dodatku kwasu. XU i IN.
(2004) obserwowali wzrost badanych mikroorganizméw mniej wiecej o 1-2 cykle loga-
rytmiczne w ciggu 48-godzinnego eksperymentu, niezaleznie od zrodta kwasow tlusz-
czowych (zhydrolizowany olej sojowy, niezhydrolizowany olej sojowy i tluszcz mlecz-
ny). Bakterie Lb. rhamnosus, wykazujace przyrost mniej wigcej o 1,9 cyklu logaryt-
micznego, przyczynialy si¢ jednoczesnie do znacznego wzrostu zawartosci CLA.
W zalezno$ci od szczepu wystepowaly zatem roznice w tolerancji wolnych kwasow
thuszczowych.

W przypadku modeli, gdzie stosowano dodatek wolnego kwasu linolowego, srednia
zawartos$¢ tego sktadnika wynosita okoto 756 mg na 100 g thuszczu. Podobne zawarto-
$ci wolnego kwasu linolowego stwierdza si¢ w serach plesniowych, co wynika z aktyw-
nosci metabolicznej mikroorganizméw obecnych w tych produktach (COLLINS i IN.
2003). Zatem zakres stezenia wolnego kwasu linolowego otrzymany w uktadach z jego
dodatkiem mozna uzyska¢ w produktach rzeczywistych, wykorzystujac w produkcji
drobnoustroje o wlasciwosciach lipolitycznych, w tym o selektywnej aktywnosci enzy-
moéw hydrolitycznych.

Procedura zwigkszenia dostepnosci kwasu C18:2 cis-9, cis-12 istotnie wplyneta na
przemiany CLA oraz powstawanie produktow posrednich. Poczatkowa zawarto$¢ wol-
nego kwasu linolowego o wiazaniach skoniugowanych w tluszczu modeli wynosita
okoto 3-4 mg na 100 g thuszczu serow modelowych (rys. 1). DAS i IN. (2005) stwierdza-
li zawartos$¢ izomeru CLA (C18:2 cis-9, trans-11) w postaci niezestryfikowanej w ilosci
okoto 3,1 mg w 100 g ttuszczu (0,5% wolnych kwasow ttuszczowych) w serach kontrol-
nych, tj. zawierajacych bakterie rodzajow Lactococcus i Propionibacterium. PARTIDA-
RIO 1 IN. (1998) oznaczali wolny kwas CLA w ilosci okoto 1,6 mg w 100 g thuszczu
serdw bezposrednio po wytworzeniu.

We wszystkich modelach badanych w ramach przedstawianej pracy obserwowano
wzrost zawartosci wolnego CLA w tluszczu modeli ser6w w catym okresie dojrzewania,
co pokrywa si¢ z zalezno$ciami stwierdzanymi w literaturze. W badaniach PARTIDARII
i IN. (1998) w ciagu szesciu tygodni dojrzewania serdw nastepowato zwigkszenie ilosci
omawianego kwasu z okoto 1,6 do okoto 6 mg w 100 g thiszczu. Zrédtem tych zmian
mogta by¢ zarowno hydroliza glicerydow mleka, jak i konwersja odpowiednich kwasow
nienasyconych (DAS i IN. 2005). Po o$miu tygodniach dojrzewania modelowych serow
kontrolnych z dodatkiem wolnego kwasu linolowego stwierdzano przyrost zawartosci
kwasu C18:2 cis-9, trans-11 (CLA) mniej wiecej o 5 mg w 100 g thuszczu, podczas gdy
w uktadach kontrolnych z naturalng zawartos$ciag kwasu linolowego obserwowano nie-
istotne statystycznie zmniejszanie si¢ zawartosci CLA. W serach modelowych z mon-
okulturg Lb. acidophilus La-5 po 8. tygodniu dojrzewania ilos¢ CLA byta okoto 7,2
raza wicksza w odniesieniu do zawartosci poczatkowej (wzrost mniej wiecej o 15 mg na
100 g tluszczu). W modelach probiotycznych niefortyfikowanych wolnym kwasem
linolowym przyrost zawartosci CLA byt rzedu 1,8 mg na 100 g tluszczu, tj. ponad
o$miokrotnie mniejszy w poroOwnaniu z pierwszym wariantem modeli. Nalezy zauwa-
zy¢, ze w przypadku modeli z Lb. acidophilus wzbogaconych w wolny kwas linolowy
wzrost zawarto$ci CLA odnosit si¢ do sumarycznej zawarto$ci dwoch izomerow, tj.
kwasu C18:2 cis-9, trans-11 oraz izomeru C18:2 trans-9, cis-11.
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Rys. 1. Zmiany zawarto$ci wolnego kwasu linolowego w modelach kontrolnych
(R-603 oraz R-603 + C18:2) oraz zawierajacych pateczki Lactobacillus aci-
dophilus La-5 (La-5 oraz La-5 + C18:2)

Fig. 1. Changes in free conjugated linoleic acid content in control models
(R-603 and R-603 + C18:2) and in models with Lactobacillus acidophilus La-5
(La-5 and La-5 + C18:2)

Jak podaja XU i IN. (2005) za LINEM i IN. (1999), pateczki Lb. acidophilus w mleku
z dodatkiem wolnego kwasu linolowego powodowaty wzrost CLA o 10,5 mg na 100 cm”.
W uktadach modelowych mleka fementowanego z dodatkiem zhydrolizowanego oleju
sojowego (do zawartos$ci 1% thuszczu) pateczki Lb. acidophilus 74- 2 i Lb. casei 163
wytwarzaty 45-48 mg CLA na 100 g thuszczu. OGAWA 1 IN. (2005) podaja, ze bakterie
Lb. acidophilus wytwarzaly z wolnego kwasu linolowego okoto 13,1 mg CLA na 100 cm’
podtoza. Roéznice ilo§ciowe produkcji CLA miedzy omawianymi modelami i danymi
zrodtowymi moga wynika¢ z innych szczepoéw bakterii wykorzystywanych w bada-
niach, jednoczeénie zmiany opisane w cytowanej literaturze dotyczyty podloza synte-
tycznego. Jak juz wspomniano, sktadniki modeli serow mogly ochrania¢ komorki bak-
terii przed dziataniem wolnego kwasu linolowego. Zalezno$¢ wydajnosci biosyntezy
CLA od rodzaju medium, w ktéorym prowadzono hodowlg, potwierdzaja JIANG i IN.
(1998 a, b). SIEBER i IN. (2004) przedstawili uporzadkowane informacje odnosnie do
wplywu podioza hodowlanego na syntez¢ CLA. Wszystkie badane szczepy Lb. aci-
dophilus prowadzily biohydrogenacje kwasu linolowego z mniejsza intensywnoscig
w mleku niz na pozywce MRS-bulion. R6znica wynosita 11-15%. W pracy ALONSY
i IN. (2003) w hodowli prowadzonej w mleku z dodatkiem wolnego kwasu linolowego
(0,02%) otrzymywano okoto 11,6 mg CLA w przeliczeniu na 100 cm’ mleka odttusz-
czonego. Zdolnos¢ syntezy CLA z kwasu linolowego wykazywaly szczepy Lb. aci-
dophilus (L1, O16) i Lb. casei (E5, E10).

Podczas dojrzewania modeli seréw w uktadach z dodatkiem wolnego kwasu linolo-
wego obserwowano powstawanie hydroksykwasoéw. Stwierdzono obecno$¢ kwasu 10-
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-hydroksy-oktadekanowego, 10-hydroksy-trans-12-oktadekenowego oraz 10-hydroksy-
-cis-12-oktadekenowego. W ostatnim tygodniu dojrzewania modeli bez dodatku wolne-
go kwasu tluszczowego oznaczano jedynie kwas 10-hydroksy-oktadekanowy na pozio-
mie okoto 5-12 mg w 100 g ttuszczu. W uktadach kontrolnych z dodatkiem wolnego
kwasu linolowego sumaryczna zawarto§¢ hydroksykwasow wynosita okoto 19,5 mg
w 100 g thuszczu, przy czym zawarto$¢ izomerow cis i trans byta na podobnym pozio-
mie: powyzej 7 mg w 100 g tluszczu. Wigksze zawartosci hydroksykwasow stwierdza-
no w modelach z Lb. acidophilus. W thuszczu tych modeli przewazat kwas 10-hydro-
ksy-trans-12-oktadekenowy (okoto 40 mg w 100 g thuszczu), przy mniejszej zawartosci
izomeru 10-hydroksy-cis-12-oktadekenowego (okoto 11 mg w 100 g thuszczu). KISHINO
i IN. (2002) rowniez obserwowali podobne zalezno$ci. Paleczki Lb. acidophilus IAM
10074 wytwarzaty wicksze ilosci kwasu 10-hydroksy-trans-12-oktadekenowego (okoto
60 mg w 100 cm® podtoza) w stosunku do kwasu 10-hydroksy-cis-12-oktadekenowego
(18 mg w 100 cm® podtoza). W przypadku Lb. acidophilus AKU 1137 byly to ilosci
odpowiednio: 11 mg w 100 cm® podtoza hodowlanego i 7 mg w 100 cm® podtoza, jed-
nocze$nie pateczki te wytwarzaty CLA.

Analiza statystyczna wynikow oznaczen zawarto$ci hydroksykwasow wskazata na
wysoce istotne wspotzaleznosci migdzy stezeniem CLA a zawartosécia hydroksykwasow
w thuszczu modeli. W modelach z Lb. acidophilus wspdtczynnik korelacji migdzy wol-
nym CLA i kwasem 10-hydroksy-cis-12-oktadekenowym r = 0,988, a migdzy CLA
i izomerem 10-hydroksy-trans-12-oktadekenowym r = 0,881. Wysoce istotne zalezno-
$ci migdzy zawarto$cia CLA i hydroksykwasow moga wskazywa¢ na podobny mecha-
nizm powstawania omawianych zwiazkow w thuszczu modeli. Wraz ze wzrostem CLA
wzrastata bowiem liczba pochodnych hydroksylowych. Jak juz wspominano, OGAWA
1 IN. (2001) jako pierwsi zaobserwowali akumulacje hydroksykwasow, a nastepnie ich
przeksztatcanie si¢ do CLA. Gtéwnymi produktami tych przemian byly kwasy o wigza-
niach skoniugowanych: C18:2 cis-9, trans-11, C18:2 trans-9, cis-11 oraz C18:2 trans-9,
trans-11. Prawdopodobnie wydluzenie czasu dojrzewania serow modelowych pozwoli-
loby zaobserwowac dalsze zwigkszanie si¢ ilosci CLA w wyniku metabolizmu hydrok-
sykwasow przez bakterie mlekowe, co bgdzie przedmiotem dalszych prac. W doswiad-
czeniu, ktdre przeprowadzili DEVILLARD i IN. (2007), badano metabolizm kwasu lino-
lowego w obecno$ci bakterii jelitowych. Naukowcy potwierdzali wplyw szczepow
rodzajow Bifidobacterium oraz Lactobacillus na powstawanie hydroksykwaséw pod-
czas bioprodukcji CLA. Zatem rezultaty uzyskane w ramach przedstawianej pracy po-
twierdzaja przypuszczenia, ze hydroksykwasy stanowia produkty posrednie biosyntezy
CLA

Whioski

Bakterie Lb. acidophilus La-5 wykazuja zdolno$¢ izomeryzacji kwasu linolowego
do CLA. Zwiekszenie dostepnosci substratu, tj. kwasu linolowego, wplywato istotnie na
wzrost zawartosci CLA w puli wolnych kwasow tluszczowych w modelach serow doj-
rzewajacych zawierajacych bakterie Lb. acidophilus La-5, przy braku réznic istotnych
statystycznie w uktadach bez dodatku kwasu linolowego. Zawartos¢ CLA w uktadach
probiotycznych byla istotnie statystycznie wicksza w porownaniu z uktadami kontrol-
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nymi. Obecno$¢ hydroksykwasow przemawia za faktem, iz sg one posrednimi produk-
tami biokonwersji kwasu linolowego do izomeréw o wigzaniach skoniugowanych.
Zroznicowanie zawarto$ci pochodnych hydroksylowych w konfiguracji cis i trans,
w zalezno$ci od sktadu mikroflory w badanych uktadach, dodatkowo potwierdza wplyw
mikroorganizméw na powstawanie tych kwasow. Dodatek kwasu linolowego nie
wptywal hamujaco na rozwdj badanych bakterii mlekowych, ktore wykazywaty podob-
ny rozwdj w modelach z dodatkiem kwasu linolowego oraz bez dodatku tego kwasu
thuszczowego, co moze wskazywaé na sprawny mechanizm detoksykacji przeprowa-
dzanej przez badane mikroorganizmy.
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THE INFLUENCE OF FREE LINOLEIC ACID ADDITION ON CLA CONTENT
AND GROWTH OF LACTIC ACID BACTERIA IN MODELS
OF RIPENING CHEESES WITH LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS

Summary. The study presents the results of the investigations on the influence of free linoleic
acid addition on conjugated linoleic acid formation (CLA) in fat of model of ripening cheeses
under the influence of metabolic activity of Lactobacillus acidophilus La-5. Change of number of
the lactic acid bacteria was studied in time of maturation of cheese models too. In probiotic mod-
els with the addition of linoleic acid the CLA content was statistically higher (o = 0.05) in com-
parison with control models. The free CLA content in the mentioned models was over seven
times higher after 8 weeks of ripening comparing with the CLA concentration in models after
manufacturing. It confirms the ability of studied lactic acid bacteria to isomerize linoleic acid to
CLA. Linoleic acid did not inhibit the growth of studied lactic acid bacteria — they showed similar
growth in models with addition, as well as without addition of the mentioned acid.

Key words: Lactobacillus acidophilus, linoleic acid, CLA, models of ripening cheeses
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