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S u m m a r y

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 ± 1,56% to 29,8 ± 5,22%. 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.

Key words:

cholesterol, dairy starter cultures, assimilation, lactic acid bacteria.

P R A C E E K S P E R Y M E N T A L N E

Adres do korespondencji

Ma³gorzata Ziarno,
Katedra Biotechnologii,
Mikrobiologii i Oceny
¯ywnoœci,
Wydzia³ Technologii
¯ywnoœci,
Szko³a G³ówna
Gospodarstwa Wiejskiego,
ul. Nowoursynowska 159 c,
02-787 Warszawa;
e-mail:
ziarno@alpha.sggw.waw.pl

2 (73) 234–246 2006



1. Wstêp

Zdolnoœæ redukowania poziomu cholesterolu w ¿ywnoœci oraz w ¿ywych organi-
zmach, jest jedn¹ z prozdrowotnych w³aœciwoœci, przypisywanych niektórym bakte-
riom fermentacji mlekowej. Od lat 70. ubieg³ego stulecia prowadzone s¹ badania,
dotycz¹ce wp³ywu spo¿ywania produktów fermentowanych lub zawieraj¹cych doda-
tek bakterii fermentacji mlekowej, na obni¿enie stê¿enia cholesterolu we krwi u lu-
dzi i zwierz¹t (1-6). Z kolei, na podstawie przeprowadzonych badañ in vitro dowie-
dziono, ¿e niektóre bakterie mlekowe aktywnie usuwaj¹ cholesterol z modelowych
pod³ó¿ hodowlanych. Pojawi³y siê przypuszczenia, ¿e podobna redukcja iloœci cho-
lesterolu mo¿e mieæ miejsce w produktach mleczarskich, fermentowanych z udzia-
³em bakterii fermentacji mlekowej, które tym samym mog¹ in vivo wywieraæ opisany
efekt hipocholesterolemiczny. Jako najbardziej prawdopodobny mechanizm takiego
oddzia³ywania bakterii fermentacji mlekowej podaje siê wi¹zanie cholesterolu do
komórek (asymilacjê do œciany komórkowej lub przy³¹czanie do b³ony komórkowej)
w warunkach in vitro i in vivo. Inne mechanizmy, jak obni¿anie poziomu cholesterolu
na skutek jego wytr¹cania (koprecypitacji) z wolnymi kwasami ¿ó³ciowymi, b¹dŸ
w wyniku wytworzenia pewnych substancji, które mog¹ wywieraæ wp³yw na poziom
lipidów we krwi (np. krótko³añcuchowych kwasów t³uszczowych lub egzopolisacha-
rydów), czy te¿ dekoniugacji kwasów ¿ó³ciowych, dziêki aktywnoœci wytwarzanej
przez niektóre bakterie mlekowe hydrolazy soli ¿ó³ci (BSH, ang. bile salt hydrolase),
w dalszym ci¹gu pozostaj¹ w strefie hipotez naukowych, wymagaj¹cych potwierdze-
nia w doœwiadczeniach in vivo (7-13).

Wiêkszoœæ badañ nad wi¹zaniem cholesterolu przez bakterie fermentacji mle-
kowej dotyczy g³ównie szczepów probiotycznych, gdy¿ to one znajduj¹ siê
w w¹skim krêgu zainteresowañ mikrobiologów, biotechnologów ¿ywnoœci, a tak-
¿e zak³adów farmaceutycznych. W wielu badaniach in vitro wskazuje siê, ¿e zdol-
noœæ wi¹zania posiadaj¹ równie¿ „tradycyjne” bakterie mlekowe, mezofilne i ter-
mofilne, wchodz¹ce w sk³ad kultur starterowych stosowanych do produkcji fer-
mentowanych artyku³ów spo¿ywczych. Jednak¿e, jak dot¹d nie wszystkie kultury
starterowe bakterii fermentacji mlekowej, stosowane w mleczarstwie, zosta³y pod
tym k¹tem przebadane.

Celem pracy by³o okreœlenie zdolnoœci mezofilnych paciorkowców mlekowych,
bêd¹cych sk³adnikami przemys³owych kultur starterowych stosowanych w mleczar-
stwie, do wi¹zania cholesterolu w pod³o¿u hodowlanym oraz redukcji jego poziomu
w fermentowanej œmietanie.
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2. Materia³y i metodyka

2.1. Kultury starterowe i ich hodowla

Do badañ zastosowano komercyjne wielogatunkowe kultury starterowe pacior-
kowców mlekowych, u¿ywane w przemyœle mleczarskim do produkcji œmietany i twa-
rogów. By³y to liofilizowane kultury starterowe typu DVS (ang. direct-vat-set), s³u¿¹ce
do bezpoœredniego zaszczepiania mleka przerobowego bakteriami fermentacji mleko-
wej. Wszystkie szczepionki zawiera³y w swoim sk³adzie Lactococcus lactis subsp. cremoris,

Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris i Lactococcus lactis

subsp. diacetylactis. Wed³ug deklaracji producentów, kultury starterowe ró¿ni³y siê
miêdzy sob¹ aktywnoœci¹ kwasz¹c¹ i aromatyzuj¹c¹, wynikaj¹c¹ z ró¿nych proporcji
w liczebnoœci wymienionych w sk³adzie paciorkowców mlekowych. Kulturami starte-
rowymi nr 1, 2 i 3 by³y odpowiednio szczepionki CHN-11, CHN-19 i FL-DAN uzyskano
z firmy Chr. Hansen Poland, zaœ kultur¹ starterow¹ nr 4 – szczepionka PROBAT 505
otrzymana z firmy Wisby Poland.

Do o¿ywiania i namna¿ania bakterii, obecnych w badanych szczepionkach,
u¿yto bulionu MRS (Merck). Hodowle kultur prowadzono w temperaturze 30°C
przez 24 godziny, a nastêpnie przeszczepiano do œwie¿ej porcji pod³o¿a p³ynne-
go MRS i ponownie hodowano w 30°C przez 24 godziny, po czym, stosowano do
badañ.

2.2. Przygotowanie roztworu cholesterolu

Cholesterol w formie proszku, o czystoœci chemicznej > 99% (Sigma-Aldrich) roz-
puszczano na gor¹co w roztworze 99% etanolu i Tweenu 80, wymieszanych w propor-
cji 3:1. Uzyskany w ten sposób roztwór mia³ stê¿enie 3,0 g cholesterolu /1 dm3. Steryl-
nie odmierzon¹ porcjê roztworu dodawano do wyja³owionego pod³o¿a p³ynnego MRS
w takiej iloœci, aby koñcowe stê¿enie cholesterolu wynosi³o 1,0 g ± 0,2 g /1 dm3

pod³o¿a. Na potrzeby ka¿dego doœwiadczenia przyrz¹dzano œwie¿¹ jednolit¹ partiê
bulionu MRS o znanym stê¿eniu cholesterolu.

2.3. Oznaczenie liczby mezofilnych paciorkowców mlekowych

Liczbê mezofilnych paciorkowców mlekowych oznaczano metod¹ p³ytkow¹
z u¿yciem pod³o¿a M17 Agar (Merck). P³ytki z posiewami inkubowano w temperatu-
rze 30°C przez 48 godz.
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2.4. Okreœlenie zdolnoœci do wi¹zania cholesterolu w pod³o¿u p³ynnym MRS

Zdolnoœæ kultur starterowych do wi¹zania cholesterolu okreœlano jako ubytek
w jego stê¿eniu w bulionie MRS po zakoñczonej 24-godzinnej hodowli w tempera-
turze 30°C. Stê¿enie cholesterolu oznaczano za pomoc¹ diagnostycznego testu en-
zymatycznego Cholésterol RTU® (BioMérieux). Pomiar absorbancji wykonano przy
u¿yciu spektrofotometru SmartSpecTM 3000 (Bio-Rad) i d³ugoœci fali � = 500 nm.
Przed przyst¹pieniem do oznaczania stopnia wi¹zania cholesterolu zawartoœæ pro-
bówek wirowano w ultrawirówce (12 000 × g, 10 min, 4°C) w celu wydzielenia bio-
masy komórek bakterii i uzyskania klarownego p³ynu pohodowlanego. Procentow¹
wartoœæ wi¹zania cholesterolu obliczano stosuj¹c nastêpuj¹c¹ formu³ê:

D=100 -
A - B

C
100[%],

gdzie: A – stê¿enie cholesterolu w pod³o¿u MRS zawieraj¹cym zawiesinê komórek
bakteryjnych i dodatek roztworu cholesterolu, po 24 godz. inkubacji; B – stê¿enie
cholesterolu w pod³o¿u p³ynnym MRS zawieraj¹cym tylko zawiesinê komórek bak-
teryjnych, po 24 godz. inkubacji; C – stê¿enie cholesterolu w pod³o¿u MRS zawie-
raj¹cym tylko dodatek roztworu cholesterolu, po 24 godz. inkubacji; D – wartoœæ
wi¹zania cholesterolu (%). Doœwiadczenie wykonano w piêciu niezale¿nych powtó-
rzeniach, dla ka¿dej kultury starterowej, a uzyskane wyniki przedstawiono jako
œredni¹ ± odchylenie standardowe.

2.5. Produkcja œmietany w warunkach laboratoryjnych

Produkcjê œmietany w warunkach laboratoryjnych prowadzono w porcjach po
200 cm3. Œmietankê (o 12% zawartoœci t³uszczu), podgrzan¹ do temperatury 25°C,
do której dodawano 0,5 g mezofilnej kultury starterowej rozprowadzonej w 5 cm3

resterylizowanego mleka UHT, ukwaszano w temperaturze 23°C przez 20 godz. Go-
towy produkt sch³odzono do 5-6°C i przechowywano przez 14 dni. W podobnych
warunkach przechowywano œmietankê, z której otrzymano œmietanê. Produkcjê œmie-
tany wykonano w jednym powtórzeniu.

2.6. Analiza œmietany i œmietanki

Podczas ch³odniczego przechowywania, oba produkty poddawano analizie fizy-
kochemicznej (pomiar pH, kwasowoœci miareczkowej, kwasowoœci t³uszczu, meto-
dami ogólnie przyjêtymi) oraz mikrobiologicznej (liczba mezofilnych paciorkowców
tlenowych). Analizy dokonywano w 0, 7 i 14 dniach przechowywania w warunkach
ch³odniczych (5-6°C).
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W 14 dniu przechowywania dokonano równie¿ oznaczenia zawartoœci choleste-
rolu. Zawartoœæ cholesterolu w próbkach œmietanki i œmietany oznaczono zgodnie
z metodyk¹ opisan¹ przez Fletouris i wsp. (14). Wydzielenie frakcji lipidowej z pró-
bek dokonano metod¹ bezpoœredniego zmydlania lipidów w badanych próbkach za
pomoc¹ metanolowego roztworu KOH, w temperaturze 80°C /15 min i nastêpnie
ekstrakcj¹ n-heksanem (Merck). Do analizy chromatograficznej u¿yto chromatogra-
fu gazowego model GC-17A (Shimadzu) wyposa¿onego w kolumnê niepolarn¹ (d³u-
goœæ i œrednica wewnêtrzna kolumny kapilarnej wykonanej z topionej krzemionki
odpowiednio 15 m i 0,32 mm, warstwa fazy 1,0 �m), autoinjector AOC-20S, detek-
tor p³omieniowo-jonizuj¹cy (FID), autosampler model AOC-20 oraz oprogramowa-
nie Class VP. Parametry rozdzia³u w chromatografie gazowym by³y nastêpuj¹ce:
temperatura pieca 285°C, temperatura dozownika i detektora 300°C. Szybkoœæ
przep³ywu helu 1 cm3 /min, wodoru 50 cm3 /min, powietrza 300 cm3 /min. Objêtoœæ
próbki podawana na kolumnê wynosi³a 1 cm3, zaœ stosunek podzia³u 1:20. Czas re-
tencji dla cholesterolu wynosi³ oko³o 8,2 min. Jako wzorca wewnêtrznego u¿yto
5�-cholestanu (Sigma-Aldrich), natomiast cholesterolu (Sigma-Aldrich) jako wzorca
zewnêtrznego.

2.7. Analiza statystyczna

Wyniki oznaczeñ liczby mezofilnych paciorkowców mlekowych w pod³o¿u p³yn-
nym MRS, zawieraj¹cym i nie zawieraj¹cym dodatku roztworu cholesterolu, by³y
analizowane z wykorzystaniem programu Statgraphics 4.0 Plus. Celem analizy by³o
stwierdzenie wp³ywu dodatku roztworu cholesterolu na liczbê paciorkowców mle-
kowych w pod³o¿u p³ynnym.

3. Wyniki

Badania przeprowadzone w pierwszym etapie pracy mia³y na celu okreœlenie
zdolnoœci wybranych kultur mezofilnych paciorkowców mlekowych do usuwania
cholesterolu podczas hodowli prowadzonej w p³ynnym pod³o¿u MRS w warunkach
optymalnych dla ich rozwoju. Zdolnoœæ do wi¹zania cholesterolu zbadano u pacior-
kowców mlekowych wchodz¹cych w sk³ad komercyjnych wielogatunkowych kultur
starterowych przeznaczonych do produkcji takich wyrobów mleczarskich, jak œmie-
tana, twarogi, sery podpuszczkowe i mas³o. Wyniki pomiaru stê¿enia cholesterolu
w pod³o¿ach po przeprowadzonej hodowli pos³u¿y³y do obliczenia procentu usu-
niêtego cholesterolu przez ka¿d¹ z badanych kultur (rys.). Badane kultury startero-
we wykaza³y siê ró¿n¹ zdolnoœci¹ do usuwania cholesterolu z pod³o¿a hodowlane-
go. Najwiêcej cholesterolu uby³o w pod³o¿u hodowlanym zawieraj¹cym dodatek pa-
ciorkowców mlekowych kultury starterowej nr 4, dla których œredni procent wi¹za-
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nia cholesterolu wyniós³ 29,8% ± 5,22%, przy czym rozrzut miêdzy wartoœciami
wi¹zania cholesterolu okreœlonymi w poszczególnych powtórzeniach mieœci³ siê
w granicach od 22,2 do 36,9%. Dla porównania, bakterie z kultury starterowej nr 1
wi¹za³y najmniej cholesterolu – œrednio 10,4% ± 1,56% pierwotnej jego iloœci.

Równoczeœnie sprawdzono, wp³yw dodatku roztworu cholesterolu na rozwój
bakterii z badanych kultur starterowych. Liczba paciorkowców mlekowych w prowa-
dzonych hodowlach mieœci³a siê w zakresie od 7,7 log do 9,0 log j.t.k./cm3 (tab. 1).
Nie zaobserwowano jednak statystycznie istotnych ró¿nic (dla P < 0,05) w liczebno-
œci populacji paciorkowców mlekowych pomiêdzy hodowlami prowadzonymi z do-
datkiem i bez dodatku roztworu cholesterolu (tab. 1). Stwierdzone ró¿nice doty-
czy³y liczebnoœci bakterii w hodowlach badanych poszczególnych kultur startero-
wych oraz w powtórzeniach doœwiadczeñ.
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T a b e l a 1

Liczba mezofilnych laktokoków mlekowych w hodowli przemys³owych kultur starterowych w pod³o¿u MRS

bez dodatku i z dodatkiem cholesterolu

Kultura starterowa
Liczba paciorkowców mlekowych [log j.t.k. / cm3]

MRS bez dodatku r-ru cholesterolu MRS z dodatkiem r-ru cholesterolu

1 8,4 ± 0,29 a 8,3 ± 0,42 a

2 8,4 ± 0,37 a 8,2 ± 0,40 a

3 8,5 ± 0,23 a 8,2 ± 0,35 a

4 8,3 ± 0,39 a 8,2 ± 0,44 a

a, b, c, ... te same litery w jednym wierszu oznaczaj¹ brak statystycznie istotnej ró¿nicy (dla poziomu istotnoœci 0,05), ± od-
chylenie standardowe.

W nastêpnym etapie pracy, do otrzymania œmietany w warunkach laboratoryj-
nych wykorzystano kulturê starterow¹ nr 4, która charakteryzowa³a siê najwiêksz¹
zdolnoœci¹ do usuwania cholesterolu z pod³o¿a hodowlanego. Wyprodukowan¹
œmietanê przechowywano w warunkach ch³odniczych przez 14 dni i w tym czasie
poddawano analizie fizykochemicznej i mikrobiologicznej. Podczas dwutygodnio-
wego przechowywania nie stwierdzono istotnych zmian kwasowoœci czynnej œmie-
tany, która wynosi³a 4,6-4,4 jednostek pH (tab. 2). Natomiast po 7 i 14 dniach zaob-
serwowano przyrost wartoœci kwasowoœci potencjalnej, z pocz¹tkowej 29,1 °SH do
odpowiednio 31,0 °SH i 34,5 °SH w 14 dniu (tab. 2). Stwierdzono tak¿e, ¿e podczas
14-dniowego przechowywania œmietany w warunkach ch³odniczych wartoœæ kwaso-
woœci t³uszczu wzros³a w stosunku do wartoœci bezpoœrednio po ukwaszeniu o 0,14
stopni kwasowoœci (tab. 2). Pod wzglêdem mikrobiologicznym nie odnotowano
znacz¹cej zmiany w liczebnoœci mezofilnych paciorkowców mlekowych; ich liczba
wynosi³a 7,7 log j.t.k. /1 g produktu, bezpoœrednio po wyprodukowaniu œmietany
i 7,6 log j.t.k. /1 g produktu, po 14 dniach przechowywania w 5-6°C.

W przypadku œmietanki, nie zaobserwowano ¿adnych widocznych zmian bada-
nych cech fizykochemicznych (kwasowoœci czynnej, potencjalnej i kwasowoœci t³usz-
czu). Przez ca³y okres przechowywania œmietanki, kwasowoœæ czynna wynosi³a 6,6,
natomiast kwasowoœæ potencjalna 5,8 °SH. Równie¿ wartoœæ kwasowoœci t³uszczu
w œmietance nie ulega³a zmianie i stale wynosi³a 0,95 °kw (tab. 2).

Stwierdzono znaczn¹ ró¿nicê w zawartoœci cholesterolu w œmietanie i œmietan-
ce, z której otrzymano œmietanê. Zawartoœæ cholesterolu w œmietance wykorzysta-
nej do otrzymania œmietany wynosi³a pocz¹tkowo 38,8 mg ± 0,42 mg w 100 g, i po
14 dniach przechowywania nie uleg³a istotnej zmianie (tab. 2). Natomiast fermento-
wana œmietana, po 14-dniowym przechowywaniu w warunkach ch³odniczych zawie-
ra³a tylko 24,9 mg cholesterolu w 100 g.
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T a b e l a 2

Wybrane cechy fizykochemiczne i mikrobiologiczne s³odkiej œmietanki oraz œmietany fermentowanej przez

kulturê nr 4

Badana cecha

Œmietanka
Œmietana fermentowana przez

kulturê nr 4

czas przechowywania w 5-6°C
[dzieñ]

czas przechowywania w 5-6°C
[dzieñ]

0 7 14 0 7 14

kwasowoœæ czynna,
pH

6,6 6,6 6,6 4,6 4,5 4,4

kwasowoœæ potencjalna
[oSH]

5,8 5,8 5,8 29,1 31,0 34,5

kwasowoœæ t³uszczu
[okw]

0,95 0,95 0,95 1,30 1,36 1,44

liczba mezofilnych paciorkowców mlekowych
[log j.t.k. / 1 g produktu]

– – – 7,7 7,6 7,6

zawartoœæ cholesterolu
[mg /100 g]

38,8 ±0,42 – 38,5 – – 24,9

– nie oznaczono; ± odchylenie standardowe.

4. Dyskusja

Jedn¹ z prozdrowotnych w³aœciwoœci bakterii fermentacji mlekowej, nie do koñ-
ca poznan¹ i zbadan¹, jest zdolnoœæ do obni¿ania poziomu cholesterolu w wyro-
bach mleczarskich i ¿ywych organizmach. Od ponad trzydziestu lat w licznie prze-
prowadzonych badaniach in vivo na zwierzêtach i ludziach wskazuje siê na obni-
¿anie poziomu cholesterolu we krwi, jednak doniesienia te s¹ czêsto krytykowane
ze wzglêdu na b³êdy metodyczne, techniczne oraz brak powtarzalnoœci. W bada-
niach in vitro udowodniono, ¿e komórki bakteryjne s¹ zdolne do wi¹zania cz¹ste-
czek cholesterolu polegaj¹cego na przy³¹czaniu cz¹steczek tej substancji do œciany
lub b³ony komórkowej bakterii. Jednak, badaj¹c zdolnoœæ bakterii do wi¹zania cho-
lesterolu z pod³o¿a hodowlanego, w pierwszej kolejnoœci nale¿a³o okreœliæ, czy
obecnoœæ tego zwi¹zku nie zmienia dynamiki rozwoju tych drobnoustrojów. Prze-
prowadzone w pracy porównanie wzrostu mezofilnych paciorkowców mlekowych
w pod³o¿u p³ynnym z dodatkiem i bez dodatku cholesterolu, dowiod³o braku staty-
stycznie istotnego wp³ywu tego zwi¹zku na dynamikê wzrostu mezofilnych bakterii
fermentacji mlekowej. W dostêpnej literaturze brak jest danych dotycz¹cych wp³y-
wu cholesterolu na wzrost mezofilnych laktokoków, co utrudnia dyskusjê uzyska-
nych wyników. Wyj¹tkiem s¹ badania Kimoto i wsp. (15), którzy zaobserwowali, ¿e
obecnoœæ cholesterolu stymulowa³a w pewnym stopniu wzrost komórek szczepu
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis N7, co wykazali mierz¹c gêstoœæ
optyczn¹ hodowli przy d³ugoœci fali œwietlnej wynosz¹cej 620 nm. Nale¿y jednak za-
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znaczyæ, ¿e badacze ci stosowali pod³o¿e p³ynne GM17-THIO zawieraj¹ce dodatko-
wo 0,2% taurocholanu sodu, który móg³ wp³yn¹æ na uzyskane wyniki.

Z danych literaturowych wynika, ¿e zdolnoœæ do obni¿ania poziomu cholestero-
lu w warunkach in vitro wykazuj¹ nie tylko szczepy o udokumentowanych badaniami
cechach probiotycznych, ale równie¿ niektóre „tradycyjne” bakterie mlekowe stoso-
wane w produkcji serów, œmietany, mas³a czy mlecznych napojów fermentowanych,
takich jak: zsiad³e mleko, maœlanka, jogurt i kefir. Zdolnoœæ redukowania poziomu
cholesterolu w warunkach in vitro wykazano dla wielu bakterii fermentacji mleko-
wej, g³ównie termofilnych z rodzaju Lactobacillus (1,5,8,11,13,16-20). Inne rodzaje,
dla których zaobserwowano podobn¹ w³aœciwoœæ, to np. Bifidobacterium, Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc (9,15,16,18,21,22). Mechanizmy takiego od-
dzia³ywania bakterii fermentacji mlekowej na poziom cholesterolu nie s¹ do koñca
poznane, chocia¿ wiadomo, ¿e bakterie mlekowe nie s¹ zdolne do metabolizowania
cholesterolu, a jedynie mog¹ go wi¹zaæ do œciany lub b³ony komórkowej (11,12,
15,18). W przeprowadzonych badaniach laboratoryjnych wskazuje siê, ¿e za przy-
³¹czanie cz¹steczek cholesterolu do œciany komórkowej bakterii fermentacji mleko-
wej odpowiedzialny jest obecny w niej peptydoglikan, który u ró¿nych bakterii fer-
mentacji mlekowej ma inny sk³ad (9).

W pracy zbadano zdolnoœæ do wi¹zania cholesterolu przez mezofilne paciorkow-
ce mlekowe, stanowi¹ce mikroflorê komercyjnych mleczarskich kultur starterowych.
Stanowi to o nowatorstwie tej pracy, gdy¿ w dostêpnej literaturze niewiele jest wy-
ników badañ, w których wykorzystywano odpowiednio skomponowane, jeœli chodzi
o sk³ad jakoœciowy i iloœciowy, komercyjne kultury starterowe mezofilnych bakterii
fermentacji mlekowej. Rezultaty badañ dowodz¹ zdolnoœci badanych kultur starte-
rowych bakterii fermentacji mlekowej do usuwania cholesterolu w pod³o¿u hodow-
lanych podczas 24-godzinnej hodowli w optymalnej temperaturze wzrostu. W sk³ad
wszystkich tych kultur starterowych wchodzi³y nastêpuj¹ce gatunki paciorkowców
mlekowych: L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. diacetylactis

oraz L. mesenteroides subsp. cremoris. Warto zaznaczyæ, ¿e badane szczepionki cha-
rakteryzowa³y siê jednak ró¿nym stopniem usuwania cholesterolu z pod³o¿a ho-
dowlanego. W przypadku kultury nr 3 i 4 œrednia wartoœæ zwi¹zania cholesterolu
wynios³a odpowiednio 22,9% ± 3,03% i 29,8% ± 5,22%, natomiast dla kultur nr 1
i 2 – w ¿adnym powtórzeniu nie przekroczy³a 19%. Tak¿e obliczone odchylenia
standardowe dla wyników poszczególnych kultur starterowych œwiadcz¹ o zmiennej
zdolnoœci do wi¹zania cholesterolu.

Na podstawie wyników badañ innych autorów tak¿e dowodzi siê ró¿nic w warto-
œciach wi¹zania cholesterolu (niejednokrotnie bardzo znacz¹cych) miêdzy poszcze-
gólnymi kulturami ró¿nych gatunków bakterii fermentacji mlekowej, a czêsto nawet
miêdzy szczepami w obrêbie tego samego gatunku (1,10,16,20-24). Jednak w wiêk-
szoœci cytowanych badañ dotyczy to bakterii termofilnych, a bardzo czêsto równie¿
szczepów probiotycznych. Buck i Gilliland (17) przebadali 17 szczepów Lactobacillus

acidophilus pochodzenia jelitowego i zaobserwowali ró¿nice w wartoœci wi¹zania
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cholesterolu wynosz¹ce od 20,5 �g /1 cm3 pod³o¿a MRS-THIO z dodatkiem oxgallu
do 83,3 �g /1 cm3. Podobne wyniki doœwiadczeñ nad wi¹zaniem cholesterolu przez
L. acidophilus uzyskali Walker i Gilliland (8) oraz Rasic i wsp. (16). Analogicznych ob-
serwacji, odnoœnie do ró¿nic w wi¹zaniu pomiêdzy szczepami L. acidophilus, doko-
nali Gopal i wsp. (10). W ich badaniach, 6 szczepów L. acidophilus wi¹za³o od 15 do
55% cholesterolu z pod³o¿a MRS-THIO z oxgallem. Tak¿e Tahri i wsp. (18) zaobser-
wowali ca³kowicie ró¿n¹ zdolnoœæ do wi¹zania cholesterolu u dwóch szczepów
Bifidobacterium breve, dla szczepu B. breve ATCC 15700 – 50%, natomiast dla B. breve

ATCC 15698 jedynie 9%. Równie¿ Dambekodi i Gilliland (22) dowiedli znacz¹cych
ró¿nic w wi¹zaniu cholesterolu pomiêdzy szczepami B. longum.

Hosono i Tono-Oka (9) stwierdzili, ¿e wi¹zanie cholesterolu do œcian komórko-
wych bakterii fermentacji mlekowej ró¿ni³o siê znacznie w zale¿noœci od gatunku
i szczepu oraz zasugerowali, ¿e te ró¿nice w iloœci zwi¹zanego cholesterolu s¹ spo-
wodowane chemicznymi i strukturalnymi w³aœciwoœciami peptydoglikanu obecnego
w œcianach komórkowych tych bakterii. Bakteryjne œciany komórkowe ró¿ni¹ siê
m.in. sk³adem sacharydów i kwasów t³uszczowych. Spekuluje siê, ¿e od tych ró¿nic
zale¿¹ zdolnoœæ np. do adhezji bakterii do nab³onka jelit oraz zdolnoœæ do wi¹zania
cholesterolu do œciany komórkowej bakterii. Z tego wynika tak¿e inny równie istot-
ny wniosek: œciany komórkowe nawet martwych bakterii fermentacji mlekowej wy-
kazuj¹ pewn¹ zdolnoœæ do wi¹zania cholesterolu, co ju¿ potwierdzono w badaniach
prowadzonych w warunkach in vitro, przy czym iloœæ cholesterolu usuniêtego przez
¿ywe komórki jest znacznie wy¿sza ni¿ tego, który zosta³ przy³¹czony do martwych
komórek (15).

Wyniki wi¹zania cholesterolu uzyskane w pracy dla mezofilnych paciorkowców
mlekowych s¹ zatem potwierdzeniem danych literaturowych dotycz¹cych wi¹zania
cholesterolu przez inne rodzaje, gatunki i szczepy bakterii fermentacji mlekowej.
Prawdopodobnie wi¹zanie cholesterolu przez bakterie mlekowe mo¿e zachodziæ
podczas prowadzenia fermentacji mlekowej (ukwaszania), dziêki czemu mo¿e na-
stêpowaæ wi¹zanie czêœci cholesterolu zawartego w produkcie. Ju¿ na pocz¹tku lat
90. ubieg³ego stulecia w oœrodkach naukowych krajowych i zagranicznych wykaza-
no, ¿e pewne kultury mezofilnych i termofilnych pa³eczek i paciorkowców mleko-
wych mog¹ obni¿aæ poziom cholesterolu w mleku. Poniewa¿ w mleku cholesterol
zlokalizowany jest g³ównie w os³onkach fosfolipidowo-bia³kowych kuleczek t³usz-
czowych, nale¿y oczekiwaæ, ¿e bakterie obni¿aj¹ce poziom cholesterolu wykazuj¹
jednoczeœnie pewne w³aœciwoœci lipolityczne. Wewn¹trzkomórkowe lipazy s¹ czê-
sto produkowane przez pa³eczki fermentacji mlekowej, a ich aktywnoœæ jest wy¿sza
ni¿ u paciorkowców mlekowych.

Zdolnoœæ do obni¿ania zawartoœci cholesterolu przez bakterie mlekowe podczas
wyrobu mlecznych napojów fermentowanych, potwierdzono w badaniach przepro-
wadzonych przez Juskiewicza i Panfil-Kuncewicz (26). Badacze ci analizowali sto-
pieñ redukcji zawartoœci cholesterolu przez komercyjne kultury starterowe bakterii
termofilnych w mleku o pocz¹tkowej zawartoœci t³uszczu 4 i 8%. By³y to dwugatun-
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kowe kultury starterowe zawieraj¹ce Streptococcus salivarius subsp. thermophilus oraz
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, a tak¿e kultury jogurtowe zawieraj¹ce mikroflorê do-
datkow¹: B. bifidum i L. acidophilus. Autorzy ci stwierdzili, ¿e najwy¿sz¹ zdolnoœci¹
do wi¹zania cholesterolu wykaza³a siê jedna, tradycyjna kultura jogurtowa, dla któ-
rej wartoœæ usuwania wynios³a 22,2% w produkcie o 4% zawartoœci t³uszczu oraz
19,8% w jogurcie o zawartoœci t³uszczu 8%.

Równie¿ w tej pracy zaobserwowano zjawisko obni¿enia zawartoœci cholestero-
lu po fermentacji œmietanki przez mezofiln¹ kulturê starterow¹, która w warunkach
in vitro odznacza³a siê wysok¹ zdolnoœci¹ do usuwania cholesterolu z pod³o¿a ho-
dowlanego. W œmietanie przechowywanej przez 14 dni odnotowano ponad 35% ob-
ni¿enie zawartoœci cholesterolu, w porównaniu do jego poziomu w œmietance, któ-
ra stanowi³a próbkê kontroln¹ (tab. 2). Wydaje siê, ¿e takie odniesienie do œmietan-
ki przechowywanej w takich samych warunkach, daje mo¿liwoœæ uwzglêdnienia
wszelkich przemian niemikrobiologicznych cholesterolu, zachodz¹cych w produk-
cie i niezwi¹zanych z obecnoœci¹ oraz aktywnoœci¹ bakterii fermentacji mlekowej,
takich jak np. utlenianie cholesterolu (27,28).

Na podstawie wykonanej analizy fizykochemicznej przechowywanej œmietany
ujawniono w naszych badaniach zachodzenie w niej przemian zgodnych z oczeki-
waniami i danymi literaturowymi, tj. powolne obni¿anie wartoœci pH, wzrost kwaso-
woœci miareczkowej oraz wzrost kwasowoœci t³uszczu (29-31). Wyst¹pienie tych
zmian w œmietanie i ich brak w œmietance potwierdza, ¿e s¹ one konsekwencj¹ pro-
cesu fermentacji, obecnoœci¹ ¿ywych komórek bakterii fermentacji mlekowej i ak-
tywnoœci¹ ich enzymów, w tym enzymów lipolitycznych.

Zdaniem Juskiewicza i Panfil-Kuncewicz (26), istnieje zale¿noœæ pomiêdzy zdolno-
œci¹ mikroorganizmów do lipolizy t³uszczu i mo¿liwoœci¹ obni¿ania przez nie poziomu
cholesterolu. Bakterie wykazuj¹ce silne w³aœciwoœci lipolityczne posiadaj¹ du¿¹ zdol-
noœæ do redukcji poziomu cholesterolu w gotowym produkcie. W piœmiennictwie po-
daje siê, ¿e hydroliza t³uszczu, z jednoczesnym obni¿eniem poziomu cholesterolu,
jest obserwowana szczególnie w produktach zawieraj¹cych probiotyczne szczepy bak-
terii fermentacji mlekowej. Wiadomo, ¿e kwasy t³uszczowe uwolnione podczas lipolizy
zwiêkszaj¹ ogóln¹ kwasowoœæ t³uszczu mlecznego, a wyk³adnikiem w³aœciwoœci lipoli-
tycznych mo¿e byæ kwasowoœæ t³uszczu, wyra¿ana np. w stopniach kwasowoœci. Kisza
i wsp. (32) wykazali mo¿liwoœæ redukcji zawartoœci cholesterolu w maœle otrzymanym
ze œmietany ukwaszonej z u¿yciem ró¿nych bakterii fermentacji mlekowej i szcze-
pów probiotycznych. Stwierdzili obni¿enie zawartoœci cholesterolu o 9% w maœle
otrzymanym ze œmietany ukwaszonej przez L. acidophilus 336, podczas gdy inny
szczep L. acidophilus redukowa³ zawartoœæ cholesterolu o 1,5%, podobnie jak tradycyj-
ne mezofilne kultury maœlarskie (1,7%). Natomiast hodowla mieszana mezofilnych bak-
terii fermentacji mlekowej i L. acidophilus obni¿a³a poziom cholesterolu œrednio o 6,2%.
Zale¿noœæ miêdzy redukcj¹ zawartoœci cholesterolu i rodzajem u¿ytych kultur bakte-
ryjnych wykazali równie¿ Kisza i Juœkiewicz (32), badaj¹c przemiany cholesterolu pod-
czas wyrobu wybranych rodzajów serów, w tym serów dojrzewaj¹cych i twarogowych.
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W licznych badaniach potwierdzono, ¿e niektóre drobnoustroje, które prze-
kszta³caj¹ cholesterol, posiadaj¹ jednoczeœnie zdolnoœci lipolityczne. Wiele drobno-
ustrojów wytwarza enzymy rozk³adaj¹ce cholesterol do innych zwi¹zków, np. re-
duktazê cholesterolow¹ lub oksydazê cholesterolow¹ (34-38). Pewne jest jednak, ¿e
bakterie mlekowe nie potrafi¹ metabolizowaæ cholesterolu, chocia¿ s¹ prowadzone
badania nad wprowadzeniem genów koduj¹cych aktywnoœæ takich enzymów do ko-
mórek bakterii fermentacji mlekowej (36,38-41).

Mo¿na zatem przypuszczaæ, ¿e zwi¹zek pomiêdzy zdolnoœci¹ do redukcji pozio-
mu cholesterolu w produktach mlecznych i w³aœciwoœciami lipolitycznymi bakterii
fermentacji mlekowej wynika jedynie z faktu szybkiego uwolnienia cholesterolu
z otoczek fosfolopidowo-bia³kowych przez bakteryjne enzymy lipolityczne. Rozwój
bakterii fermentacji mlekowej, jak siê wydaje, sprzyja jedynie chemicznym przemia-
nom cholesterolu w produktach spo¿ywczych, co nie ma zwi¹zku z jego wi¹zaniem
przez komórki bakteryjne. Hipoteza ta wymaga jednak potwierdzenia w dalszych
badaniach.

Na razie nie uda³o siê równie¿ wykazaæ zwi¹zku pomiêdzy wi¹zaniem choleste-
rolu przez bakterie mlekowe i stwierdzan¹ in vitro redukcj¹ poziomu cholesterolu
w niektórych fermentowanych produktach mleczarskich. Ca³kowite wyjaœnienie
i poznanie tego zjawiska, pozwoli w przysz³oœci na wykorzystanie zachodz¹cego
mechanizmu do produkcji artyku³ów ¿ywnoœciowych o obni¿onej zawartoœci chole-
sterolu na drodze biologicznej.

5. Podsumowanie

Wa¿nym spostrze¿eniem w tej pracy jest wykazanie zdolnoœci do wi¹zania cho-
lesterolu przez kultury starterowe mezofilnych paciorkowców mlekowych, stosowa-
nych w praktyce przemys³owej do produkcji fermentowanych artyku³ów mleczar-
skich.

Potwierdzono tak¿e, ¿e istniej¹ pewne ró¿nice w tej zdolnoœci miêdzy poszcze-
gólnymi kulturami starterowymi mezofilnych paciorkowców mlekowych.

Podobnie, jak w przypadku termofilnych bakterii fermentacji mlekowej, mezofil-
ne paciorkowce mlekowe wykazuj¹ stopieñ wi¹zania cholesterolu zmienny nawet
miêdzy powtórzeniami doœwiadczenia dla tej samej kultury.

Potencjalnie prozdrowotna zdolnoœæ mezofilnych kultur bakterii fermentacji mle-
kowej do wi¹zania cholesterolu z pod³o¿a hodowlanego, wymaga dalszych badañ.
Mo¿na przypuszczaæ, ¿e podobne wi¹zanie cholesterolu zachodzi podczas fermen-
tacji mleka. Wi¹zanie cholesterolu przez bakterie fermentacji mlekowej, zacho-
dz¹ca w produkcie fermentowanym lub w jelicie cienkim (po spo¿yciu produktu),
mo¿e sprzyjaæ redukcji iloœci cholesterolu pokarmowego biodostêpnego dla organi-
zmu gospodarza i tym samym wp³ywaæ na poziom cholesterolu we krwi (1,9,13). Nie
wiadomo jednak, czy to wi¹zanie cholesterolu do komórek bakteryjnych jest na tyle
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trwa³e, by przetrwaæ w warunkach panuj¹cych w uk³adzie pokarmowym cz³owieka,
np. przy wysokiej kwasowoœci lub w obecnoœci enzymów trawiennych.
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