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Cel opracowania — zbadanie koncentratow fermentowanych napojow probiotycznych
BIFIDO zawierajacych dobre bakterie pod wzgledem dzialania antydrobnoustrojowego.

Metoda badania — Dziatanie antydrobnoustrojowe przeciwko bakteriom badanym
metoda wglebienia dyfuzji do agaru (rys. 1.), przeciwko mikroskopijnym grzybom — metoda
podwdjnej hodowli (rys. 2), obliczanie wspotczynnika ttumienia wzrostu mikroskopijnego
grzyba.

Badania zostalty wykonane na 7 rodzajach napojéw fermentowanych:

1 — owsiany koncentrat fermentowanego napoju probiotycznego;

2 — ryzowy koncentrat fermentowanego napoju probiotycznego;

3 — pomaranczowy koncentrat fermentowanego napoju probiotycznego;

4 — malinowy koncentrat fermentowanego napoju probiotycznego;

5 — aroniowy koncentrat fermentowanego napoju probiotycznego;

6 — miodowo-imbirowy koncentrat fermentowanego napoju probiotycznego;
7 — zytni koncentrat fermentowanego napoju probiotycznego.

Zbadano dzialanie antydrobnoustrojowe dobrych bakterii zawartych w koncentratach
fermentowanych napojoéw probiotycznych BIFIDO przeciwko 18 drobnoustrojom (16 bakterii
12 grzyby mikroskopijne):

Micrococcus luteus ATCC 9341

Bacillus cereus ATCC 11778

Klebsiela pneumoniae ATCC 700603
Enterobacter cloacae ATCC 23355
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633
Salmonella cholerasuis ATCC 10708
Citrobacter freundii ATCC 43864
Esherichia coli DSM 19683

10. Salmonella agona ATCC 700720

11. Listeria monocytogenes ATCC 13932

12. Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145

13. Staphylococcus aureus ATCC 25923

14. Hafnia alvei ATCC 13337

15. Salmonella typhimurium ATCC 14028.

16. Helicobacter pylori DSM 105471

17. Acremonium sp. (LAMMC kolekcija)

18. Fusarium graminearum (LAMMC kolekcija)
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Metoda dyfuzji do agaru (wglebien)

W przypadku ustalenia wrazliwosci wrazliwych kultur bakterii na dziatanie badanych
koncentratow fermentowanych napoju probiotycznego BIFIDO metoda dyfuzji do agaru
(wglebien), zawiesina wrazliwych kultur bakteryjnych (1x10° KSV/ml) jest wlewana do
rozpuszczonej i wystudzonej do temperatury 47 °C pozywki w celu ustalenia ogdlnej liczby



drobnoustrojéw (PCA — Plate count agar (Liofilchem, Wlochy)) — do 100 ml pozywki dodaje
si¢ 1 ml zawiesiny z zarodnikami. Mieszaning pozywek z wrazliwymi kulturami bakterii
wylewa si¢ na ptytki Petriego o $rednicy 90 mm, po 12-15 ml kazda. Pozywke pozostawia si¢
do stezenia na podlozu w pozycji poziomej. Nastepnie, za pomocg specjalnego przyrzadu, w
agarze zostaja wycicte owalne wglebienia o $rednicy 8 mm (w kazdej plytce Petriego po 3
dotki). Do kazdego wykonanego wglebienia wkrapla si¢ po 50 ul badanego fermentowanego
napoju. Plytki poddawane sg inkubacji w ciagu 24 h w temperaturze 37,0+0,5 °C, a nastgpnie,
otrzymane wyniki poddawane sg ocenie.

Bakterie rosng na ptytce, a wokot wglebienia wytwarzajg si¢ wrazliwe strefy thumigce
wzrost kultury Dbakterii, ktore sg wyraznie widoczne na tle rozwini¢tych kolonii
drobnoustrojow. Rozmiar przejrzystej strefy okresla wrazliwos¢ bakterii na dany napdj.
Szeroko$¢ strefy sttumienia wzrostu mierzy si¢ linijka lub suwmiarka. Srednica mierzonej
strefy stlumienia musi przecina¢ $rodek wglebienia. Kazde wgtebienie, wokot ktorego
wytworzyla si¢ przejrzysta strefa sttumienia wzrostu bakterii jest mierzone w dwodch
pionowych kierunkach (na jednej ptytce otrzymujemy 6 wynikow).

Po zmierzeniu ogolnej S$rednicy oraz uzyskaniu informacji, jaka jest Srednica
wglebienia, szeroko$¢ strefy sthumienia rozwoju bakterii jest obliczana na podstawie wzoru:
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Rys. 1. Metoda dyfuzji w agarze

Rozmiar przejrzystej strefy okresla wrazliwo$¢ bakterii na wybrang badang ciecz.
Szeroko$¢ strefy stlumienia wzrostu mierzy si¢ linijka lub suwmiarka. Mierzona $rednica
strefy stlumienia musi przecina¢ $rodek wglebienia. Po zmierzeniu catej $rednicy oraz
uzyskaniu informacji, jaka jest Srednica krazka papieru filtracyjnego, szerokos¢ strefy
sttumienia jest obliczana na podstawie wzoru:
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gdzie:  H - szerokos¢ strefy ttumienia, mm;



D - catkowita $rednica strefy sterylnej i wglebienia, mm;
d - srednica wglebienia, mm.

Wystepuje pewna zalezno$¢ pomiedzy szerokoscig strefy thumienia i czuto$cia bakterii,
zgodnie z ktorg wyniki podlegaja ocenie.

Tabela nr 1. Ocena wrazliwos$ci bakterii na $rodki antydrobnoustrojowe na podstawie
szerokosci strefy tlumienia

Stopien wrazliwosci bakterii Szeroko$¢ wzrostu strefy ttumienia, mm
Bardzo wrazliwe >10
Wrazliwe 0Od 5do 10
Umiarkowanie wrazliwe Od4do5
QOdporne <4

Metoda podwoéjnych kultur

Metoda polega na tym, ze na $rodku jednej z ptytek Petriego, na powierzchni pozywki zostaje
wysiany mikroskopijny grzyb (rys. 2 A) i w odleglosci 2,5 cm od niego zostaje umieszczony
krazek papieru filtracyjnego (o $rednicy 6 mm) (Hahnemuhle, Niemcy), zwilzony w probce
badanego koncentratu napoju probiotycznego BIFIDO (rys. 2 B). W badaniu wykorzystano
pozywke PDA (Potato Dextrose Agar (Liofilchem, Wtochy), stuzaca do hodowli drozdzy i
mikroskopijnych grzyboéw. Przygotowana pozywka zostaje umieszczona na ptytki Petriego
po 12 ml. Po stgzeniu pozywki, wszystkie krazki (o s$rednicy 10 mm) z grzybnig
mikroskopijnego grzyba, uzyskane z obrzezy hodowanych w ciggu siedmiu dob kultur
1zolatow F. graminearum 1 Acremonium sp., umieszczane s3 grzybnig w dot na kazdy krazek
Petriego z wylang pozywka w dwoch powtorzeniach. W celu kontroli wykorzystane zostaty
ptytki Petriego, na ktérych pozywce rosnie tylko badany mikroskopijny grzyb. Plytki zostaja
poddane inkubacji w temperaturze 25,0+0,5 °C w ciagu 7 dob lub do chwili, gdy na plytce
kontrolnej mikroskopijny grzyb osiagnie wielko$¢ az do krawedzi ptytki.

A B
Rys. 2 Metoda podwojnych kultur (Anith K. N., 2021)



A - miejsce grzyba mikroskopijnego na ptytce Petriego (ptytce kontrolnej);
B - utozenie na plytce krazkow papieru filtracyjnego, nawilzonego w probce koncentratu
fermentowanego napoju probiotycznego z dobrymi bakteriami wokoét mikroskopijnego grzyba

Wspotczynnik ttumienia (WT) jest obliczany na podstawie wzoru:
SK =-+2x100

a

a - srednica wzrostu izolatu na ptytce kontrolnej (mm); b - Srednica wzrostu izolatu na ptytce
z napojem fermentowanym nasyconym dobrymi bakteriami (mm).

Skala czuto$ci wspotczynnika thumienia:
* SK <3 — znikome tlumienie;

* SK= 3 - 20 — $rednie ttumienie;

* SK=20 - 100 — silne ttumienie.

Wyniki badania

W trakcie badania ustalono oddzialywanie dobrych bakterii zawartych w
koncentratach fermentowanych napojow probiotycznych BIFIDO na 16 bakterii
patogenicznych i1 2 mikroskopijne grzyby. Wyniki przeprowadzonego badania wskazuja, iz
bakterie znajdujace si¢ we wszystkich badanych koncentratach fermentowanego napoju
probiotycznego BIFIDO hamowaly wzrost 15 badanych bakterii patogenicznych, a wrecz
wykazywaty dziatanie bakteriobdjcze. Najbardziej wrazliwa okazala si¢ bakteria B. cereus,
ktéra wykazywala znikomy wzrost w przypadku oddziatywania zytniego koncentratu
fermentowanego napoju probiotycznego oraz pomaranczowego koncentratu fermentowanego
napoju probiotycznego, w przypadku wszystkich pozostatych koncentratow fermentowanego
napoju probiotycznego BIFIDO, dobre bakterie catkowicie zatrzymaly wzrost B. cereus.

Biorac pod uwage rozmiary wytworzonych stref sttumienia wzrostu, szczegdlnie
wyrozniajg si¢ bakterie M. luteus, E.coli, L. monocytogenes 1 H. alvei, gdyz w ich przypadku
dobre bakterie koncentratu fermentowanego napoju probiotycznego BIFIDO wykazaly
dziatanie wprost bakteriobdjcze. Jedynie bakteria H. pylori byta odporna na oddziatywanie
badanych dobrych bakterii zawartych w koncentratach fermentowanego napoju
probiotycznego.

Po zbadaniu tlumienia wzrostu 2 mikroskopijnych grzybow, rowniez wyraznie
widoczne jest hamujace oddziatywanie dobrych bakterii zawartych w koncentratach
fermentowanego napoju probiotycznego BIFIDO (rys. 6 1 7).

W celach badawczych wybrano 2 grzyby mikroskopijne. Acremonium sp., gdyz
jednostki tego szczepu sg zaliczane do kategorii plesni, ktore przy dlugotrwatym kontakcie z
organizmem ludzkim moga powodowaé¢ powazne problemy zdrowotne. Acremonium to grupa
plesni, ktérg czgsto mozna napotka¢ w pomieszczeniach, a niektore ich rodzaje sa znane jako
ludzkie patogeny. Wystepuja one na calym §wiecie i mozna je znalez¢é w glebie oraz w
przyrodzie, na rozkladajacym si¢ materiale roslinnym. Ponadto, moga si¢ one
rozprzestrzenia¢ w pomieszczeniach 1 sg jedng z najbardziej powszechnych kolonii grzybow
w domach 1 biurach.



Fusarium graminearum to gldwny patogen, wywotujacy fuzariozg ktos6w pszenicy i

jeczmienia. Na zainfekowanych ziarnach moga wystgpowaé mikotoksyny z grupy

trichotecendw: deoksyniwalenol,

zearalenon, niwalenol.

Mitotoksyny te,

szczegblnie

deoksyniwalenol (DON) i niwalenol (NIV) posiadaja wspolng toksyczno§¢ biochemiczng i
komorkows. Wykazuja silne thumienie syntezy biatek, taczac si¢ z rybosomami, ostabiajg
syntez¢ RNA 1 DNA oraz wykazujg toksyczne dzialanie na membrany komorek. Ponadto ich
zdolno$¢ do tlumienia (inhibitowania) syntezy biatek moze powodowac apoptoze grasicy,
limfy 1 tkanek krwiotworczych poprzez kinaze biatkowa aktywowanag mitogenami. Zasiewy
zarazone trichotecenami mogg powodowacé ci¢zkie zatrucia pokarmowe z nudno$ciami,

wymiotami 1 biegunka.

Tabela nr 2. Strefy tlumienia

Strefa thumienia wzrostu bakterii, mm + odchylenie standardowe
L Szczep Nr napoju
“P- | bakterii PoJ
1 2 3 4 5 6 7

] %;SZ‘;COCC”S 20,0+1,73 | 19,3+4,04 | 16,7+0,58 | 16,3+0,58| 18,7+1,53| 16,7+1,15 | 14,021,73

2 | Bacillus cereus | 34,3+2,52| 37,040,00 | 14,3+1,15 | 37,0+0,00| 35,3+2,89 | 32,0+0,00| 7,7+0,58

3 | Klebsiela 11,3+2,08| 9,0£1,73 | 7,3+0,58 | 9,0+0,00 | 10,7+1,15| 8,7+1,53 | 8,7+0,58
pneumoniae

4 | Lnterobacter 1 24,000 | 874231 | 4,3:0,58 | 1,0£0,00 | 4,7¢1,15 | 4,0£0,00 | 4,30,58
cloacae

5 | Staphylococcus |5 10 o5 11435306 | 9,7¢1,15 |12,0£0,00| 11,30,58| 8,0¢1,00 | 80+1,73
epidermidis
Bacillus

6 | subtilis subsp. | 10,0£2,00| 12,0£1,00| 7,3%1,53 | 7,30,58 | 10,7+0,58| 8,0£1,00 | 8,0+1,00
Spizizenii

7 | Salmonella 8,0+1,73 | 6,3+1,15 | 4,3+0,58 | 9,7+2,52 | 12,0+1,00| 7,3+0,58 | 6,3+0,58
cholerasuis

g | Citrobacter 9,30,58 | 17,0+0,58 | 9,7+2,08 |12,7+1,15| 12,3+1,53| 9,7+0,58 | 6,3+0,58
freundii

9 | Esherichia coli | 11,0#1,73| 11,0+1,00 | 10,7+1,15 | 11,3+1,15 | 13,3+1,15| 11,7+0,58 | 8,7+0,58

10 iglo”;zndl" 10,0+1,00| 9,0+1,73 | 8,7¢2,52 |12,7+0,58| 14,0+1,73| 10,0+1,73 | 8,7+1,53

1] | Listeria 17,7+41,53| 15,3+1,53 | 10,31,53 | 16,7+0,58 | 14,3+1,15| 11,0+,46 | 12,0+0,00
monocytogenes

1 | Pseudomonas 116 3405611074153 | 7,0£0,00 | 10,3+1,53| 9,041,00 | 11,3+0,58 | 10,720,58
aeruginosa

13 g;"rf;fglococcus 10,3+1,15| 2,040,00 | 8,0¢1,00 | 9,0+1,00 | 5,0+0,00 | 8,0+1,00 | 1,00,00

14 | Hafnia alvei | 14,320,58| 11,0+1,73 | 12,3+0,58 | 15,3+2,08 | 15,3+1,15 | 14,7+2,31 | 12,7+6,03

|5 | Salmonella 9,7¢1,53 | 7,0¢1,00 | 3,7+0,58 | 7,3+0,58 | 9,3+1,15 | 6,3+2,08 | 7,7+1,15
typhimurium




Helicobacter
16 )
pylori

0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 ( 0,0+0,0 | 0,0£0,0
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miodowo-imbirowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego



Rys. 3 Dzialanie antydrobnoustrojowe dobrych
bakterii zawartych w koncentratach
fermentowanych napoju probiotycznego:
Micrococcus luteus

Bacillus cereus

Klebsiela pneumoniae

Enterobacter cloacae

Staphylococcus epidermidis

Bacillus subtilis subsp. Spizizenii

zytni fermentowany koncentrat napoju

probiotycznego

V -

owsiany fermentowany koncentrat napoju ryzowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego

pomaranczowy fermentowany koncentrat napoju malinowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego probiotycznego



aroniowy fermentowany koncentrat napoju miodowo-imbirowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego probiotycznego

Rys. 4 Dzialanie antydrobnoustrojowe dobrych
bakterii zawartych w koncentratach
fermentowanych napoju probiotycznego:
Salmonella cholerasuis

Citrobacter freundii

Esherichia coli

Salmonella agona

Listeria monocytogenes

Pseudomonas aeruginosa

zytni fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego

owsiany fermentowany koncentrat napoju ryzowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego

probiotycznego

pomaranczowy fermentowany koncentrat napoju malinowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego probiotycznego



aroniowy fermentowany koncentrat napoju miodowo-imbirowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego probiotycznego

Rys. 5 Dzialanie antydrobnoustrojowe dobrych
bakterii zawartych w koncentratach
fermentowanych napoju probiotycznego:
Staphylococcus aureus

Hafnia alvei

Salmonella typhimurium

zytni fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego

Badanie dotyczace ttumienia wzrostu grzybow mikroskopijnych dowodzi, iz dobre bakterie,
zawarte we wszystkich koncentratach fermentowanego napoju probiotycznego BIFIDO
wykazuja dzialanie thumigce wobec wzrostu grzybni tych grzybow i wyrdznia si¢ silnym
wskaznikiem tlumienia, szczegdlnie wobec Acremonium sp. Najwigkszy wspoOlczynnik
thumienia Acremonium sp. wykazaty bakterie zawarte w zytnim koncentracie fermentowanego
napoju probiotycznego.

Wzrost grzybni F.  graminearum najefektywniej thumity bakterie zawarte w zytnim
fermentowanym koncentracie napoju probiotycznego.

Tabela nr 3. Wspolczynniki thumienia wzrostu badanych mikroskopijnych grzybow

Gravb Wspotczynnik thumienia
, TEYD Napo6j fermentowany
mikroskopijny 1 > 3 4 5 G 7

Acremonium sp. 39+0,7 55+0.,0 59+0.0 66+0,7 48+0.7 52+0.,7 61+0.7

Fusarium 18+1,4 25+1,4 20+1,4 7+0,7 20+2,8 29+0,7 39+0,7
graminearum

10



owsiany fermentowany koncentrat napoju ryzowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego

probiotycznego

pomaranczowy fermentowany koncentrat napoju malinowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego probiotycznego

aroniowy fermentowany koncentrat napoju miodowo-imbirowy fermentowany koncentrat napoju

probiotycznego probiotycznego

Rys. 6 Dzialanie antydrobnoustrojowe bakterii
zawartych w koncentratach fermentowanych
napoju probiotycznego na Acremonium sp.

zytni fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego

owsiany fermentowany koncentrat napoju ryzowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego probiotycznego
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pomaranczowy fermentowany koncentrat napoju malinowy fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego

probiotycznego

aroniowy fermentowany koncentrat napoju miodowo-imbirowy fermentowany koncentrat
probiotycznego napoju probiotycznego

Rys. 7 Dzialanie antydrobnoustrojowe
bakterii zawartych w koncentratach
fermentowanych napoju probiotycznego na
Fusarium graminearum

zytni fermentowany koncentrat napoju
probiotycznego

Whioski

Wszystkie badane koncentraty fermentowanych napojow probiotycznych BIFIDO wykazuja
zawarto$§¢ duzych ilosci dobrych bakterii, majacych dziatanie thumigce wzrost bakterii
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Klebsiela pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus  epidermidis, Bacillus subtilis subsp. Spizizenii, Salmonella cholerasuis,
Citrobacter freundii, Esherichia coli, Salmonella agona, Listeria monocytogene, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Hafnia alvei, Salmonella typhimurium i grzybow Acremonium sp.
oraz Fusarium graminearum. Rozw0j grzyboéw mikroskopijnych najsilniej hamujg bakterie
znajdujace si¢ w zytnim koncentracie fermentowanego napoju probiotycznego, natomiast
rozw0j bakterii chorobotworczych najsilniej hamuja bakterie obecne w aroniowym
koncentracie fermentowanego napoju probiotycznego.
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