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DOROTA ZARĘBA, MAŁGORZATA ZIARNO, BEATA STRZELCZYK   

PRZEŻYWALNOŚĆ BAKTERII FERMENTACJI MLEKOWEJ 
W WARUNKACH MODELOWYCH JELITA CIENKIEGO 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem pracy było określenie czy komórki bakterii fermentacji mlekowej, wchodzące w skład komer-

cyjnych mleczarskich kultur starterowych, są zdolne do przeżycia w środowisku symulującym warunki 
panujące w jelicie cienkim i czy obecność cholesterolu wpływa na ich przeżywalność. Materiałem do 
badań było siedem szczepów bakterii fermentacji mlekowej (Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. delbrueckii 
subsp. bulgaricus, Str. thermophilus i Bif. animalis subsp. lactis), trzy jogurtowe kultury starterowe, sześć 
serowarskich kultur starterowych oraz trzy kefirowe kultury starterowe. Badania polegały na hodowli 
szczepów bakterii fermentacji mlekowej w modelowym soku jelitowym: bez i z dodatkiem cholesterolu 
w temp. 37 ºC przez 5 h oraz oznaczeniu metodą płytkową liczby żywych komórek przed i po inkubacji. 
Bakterie wchodzące w skład mezofilnych szczepionek mleczarskich wykazały podobną oporność na wa-
runki modelowego soku jelitowego, co termofilne bakterie fermentacji mlekowej, w tym badane szczepy 
probiotyczne. Dodatek cholesterolu do modelowego soku jelitowego nie wpływał istotnie na przeżywal-
ność badanych bakterii. Nie stwierdzono również istotnej różnicy pomiędzy przeżywalnością Lactococcus 
sp., Str. thermophilus i Lactobacillus sp. 
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Wprowadzenie 

Od wielu lat realizowane są badania nad przeżywalnością różnych szczepów bak-
terii fermentacji mlekowej w układzie trawiennym człowieka i ich zdolnością do adhe-
zji do nabłonka jelit [2, 3, 4, 5, 10, 11]. Wiadomo, że jednym z istotnych zagrożeń dla 
bakterii są warunki panujące w jelicie cienkim, m.in. obecność soli żółciowych, tok-
sycznie działających na komórki bakteryjne [1, 2, 13, 20]. Czas przebywania pokarmu 
w jelicie cienkim szacuje się średnio na 3 h. Lankaputhra i Shah [8] zaobserwowali 
różną przeżywalność szczepów rodzajów Lactobacillus i Bifidobacterium, które zawie-
szono w podłożu zawierającym do 1,5 % żółci. Z kolei Noh i wsp. [14] stwierdzili 
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uszkodzenia komórek szczepów Lb. acidophilus i lizę tych komórek podczas hodowli 
w środowisku zawierającym dodatek 0,3 % żółci.  

Jak wiadomo, wiele czynników wpływa na żywotność komórek bakteryjnych 
w warunkach jelitowych: kwasowość, obecność soli żółciowych, obecność składników 
pokarmowych, czas pasażu bakterii przez układ pokarmowy i ich liczba początkowa. 
Nieliczne dane literaturowe wskazują, że także cholesterol może zwiększać przeżywal-
ność komórek bakteryjnych w jelitach [16]. Obecność cholesterolu sprawia, że bakterie 
mlekowe stają się bardziej oporne na lizę niż te rosnące przy jego braku. Związek ten 
powoduje także zmianę chemicznego składu i funkcjonowania ściany i błony komór-
kowej bakterii fermentacji mlekowej, tym samym powodując zwiększenie tolerancji na 
czynniki środowiskowe [16, 19].  

Celem pracy było określenie czy komórki bakterii fermentacji mlekowej, wcho-
dzące w skład komercyjnych mleczarskich kultur starterowych, są zdolne do przetrwa-
nia w środowisku symulującym warunki panujące w jelicie cienkim i czy obecność 
cholesterolu wpływa na ich przeżywalność.  

Materiał i metody badań  

Materiałem do badań było siedem szczepów bakterii fermentacji mlekowej (dwa 
szczepy Lb. acidophilus, dwa szczepy Lb. casei, jeden szczep Lb. delbrueckii subsp. 
bulgaricus, jeden szczep Str. thermophilus i jeden szczep Bif. animalis subsp. lactis), 
trzy jogurtowe kultury starterowe (zawierające Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus i Str. 
thermophilus), sześć serowarskich kultur starterowych (zawierających mezofilne pa-
ciorkowce mlekowe Lactococcus) oraz trzy kefirowe kultury starterowe. Przed do-
świadczeniami kultury były namnażane w bulionie MRS (w przypadku pałeczek lub 
bifidobakterii) lub bulionie M17 (w przypadku paciorkowców i kultur kefirowych). 
Hodowle prowadzono przez 18 h w temp. 37 ºC (w przypadku termofilnych bakterii) 
lub w temperaturze 30 ºC (w przypadku kultur mezofilnych).  

Modelowy sok jelitowy składał się z NaCl (5,0 g/dm³), KCl (0,6 g/dm³), CaCl2 
(0,25 g/dm³) i żółci wołowej (8,5 g/dm³) rozpuszczonych w 1M NaHCO3

 [10]. Wartość 
pH modelowego soku jelitowego wynosiło 7,2. Po sterylizacji w autoklawie w tempe-
raturze 121 ºC przez 20 min, do 50 cm³ modelowego soku jelitowego dodawano za-
wartość dwóch kapsułek farmaceutycznego preparatu Kreon® 10 000 (Solvay Phar-
maceuticals). Jedna kapsułka preparatu zawiera 150 mg pankreatyny z trzustek woło-
wych o aktywności 10 000 jednostek FIP lipazy, 8 000 jednostek FIP amylazy, 600 
jednostek FIP proteazy. Cholesterol (Sigma-Aldrich) o czystości chemicznej >99 % 
rozpuszczono w mieszaninie 99 % etanolu i Tweenu 80, wymieszanych w proporcji 
3:1. Dodatek cholesterolu wynosił 0,5 - 0,7 g/dm³.  

Badania polegały na inkubacji szczepów bakterii fermentacji mlekowej w mode-
lowym soku jelitowym: bez i z dodatkiem cholesterolu w temp. 37 ºC przez 5 h oraz 
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oznaczeniu metodą płytkową liczby żywych komórek przed i po inkubacji. Liczbę 
pałeczek mlekowych oznaczano w podłożu MRS agar (Merck), zaś liczbę paciorkow-
ców mlekowych w podłożu M17 agar (Merck). Płytki z posiewami inkubowano 
w temp. 37 ºC przez 72 h (w przypadku termofilnych pałeczek mlekowych) lub 
w temp. 37 ºC przez 48 h (w przypadku termofilnych paciorkowców) albo w temp. 
30 ºC przez 72 h (w przypadku bakterii mezofilnych), w warunkach tlenowych (rodza-
ju Lactococcus, gatunku Str. thermophilus) lub beztlenowych (rodzajów Lactobacillus, 
Bifidobacterium). Wynik podawano w jednostkach tworzących kolonie (jtk) w przeli-
czeniu na 1 cm³ hodowli.  

Badania przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Analizę statystyczną (wielo-
czynnikową ANOVA przy poziomie istotności α = 0,05) otrzymanych wyników prze-
prowadzono z wykorzystaniem programu komputerowego Statgraphics Plus 4.1.  

Wyniki i dyskusja  

Początkowa liczba żywych komórek bakterii fermentacji mlekowej w modelo-
wym soku jelitowym wyniosła 1,0×106 – 1,6×107 jtk/cm³ i po 5 h inkubacji zmniejszy-
ła się do 2,0×101 – 4,0×103 jtk/cm³, bez względu na obecność cholesterolu (rys. 1). 
Zarówno w modelowym soku jelitowym z dodatkiem cholesterolu, jak i modelowym 
soku jelitowym bez tego dodatku, najlepiej przeżyły komórki Lb. acidophilus 1, cho-
ciaż różnice w przeżywalności nie zależały od gatunku badanych bakterii fermentacji 
mlekowej (p-Value = 0,5207). Wykazano także, że dodatek cholesterolu do modelo-
wego soku jelitowego nie wpłynął statystycznie istotnie (p-Value = 0,5729) na prze-
żywalność badanych szczepów Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. delbrueckii subsp. bul-
garicus, Str. thermophilus i Bif. animalis subsp. lactis).  

Bakterie fermentacji mlekowej tradycyjnie stosowane do wyrobu mlecznych pro-
duktów fermentowanych są najczęściej uważane za słabo tolerujące warunki panujące 
w przewodzie pokarmowym. Jednak w dostępnej literaturze są przytaczane wyniki 
badań odnoszących się tylko do pojedynczych szczepów bakterii fermentacji mleko-
wej, szczególnie szczepów probiotycznych [2, 5, 11, 12, 19]. Przeżywalność omawia-
nych komórek bakterii jest ograniczona głównie niskimi wartościami pH środowiska, 
w jakim komórki bakterii się znajdują [9, 15]. Może to sugerować, że komórki bakterii 
fermentacji mlekowej powinny dobrze znieść warunki panujące w modelowym soku 
jelitowym, którego pH jest bliska  wartości neutralnej [11]. Jednak sole żółciowe obec-
ne w jelitach mogą być toksyczne dla komórek bakteryjnych. Taranto i wsp. [16] wy-
kazali, że komórki bakteryjne rosnące w obecności cholesterolu są bardziej oporne na 
lizę niż rosnące przy braku tego związku. Cytowani autorzy stwierdzili, że dodatek 
cholesterolu do hodowli spowodował wzrost zawartości nasyconych kwasów tłusz-
czowych w ścianie komórkowej Lb. reuteri CRL 1098 z 44,3 do 56,5 % łącznej ilości 
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kwasów, oraz kwasów nienasyconych z 1,26 do 43,5 % łącznej ilości kwasów tłusz-
czowych. 

 

 
Rys. 1.  Kształtowanie się liczby żywych komórek bakterii mlekowych po 5 h inkubacji w modelowym 

soku jelitowym z i bez dodatku cholesterolu (wartości średnie i odchylenia standardowe).  
Fig. 1.  Count of live lactic bacteria cells after 5 h incubation in model intestine juice with and without 

the addition of cholesterol (mean values and standard deviation). 
 
Niewiele jest publikacji na temat wpływu cholesterolu na przeżywalność komórek 

bakterii fermentacji mlekowej w warunkach symulujących układ pokarmowy człowie-
ka [7, 20]. Kimoto i wsp. [7] zaobserwowali, że obecność cholesterolu stymulowała 
wzrost komórek szczepu L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis N7. Cytowani ba-
dacze stosowali podłoże płynne GM17-THIO zawierające dodatkowo 0,2% taurocho-
lanu sodu, który mógł wpłynąć na uzyskane wyniki. Z kolei, jak wykazali Ziarno 
i Bartosz [18], przeżywalność kultur bakterii jogurtowych proporcjonalnie zależy od 
początkowej liczby komórek bakteryjnych zawieszonych w modelowym soku jelito-
wym.  

Również po 5 h inkubacji jogurtowych kultur starterowych w modelowym soku 
jelitowym nie wykazano wpływu dodatku cholesterolu na przeżywalność (p-Value = 
0,9727) (rys. 2). Stwierdzono brak statystycznie istotnej różnicy pomiędzy przeżywal-
nością Str. thermophilus i Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (p-Value = 0,2198). Po-
czątkowa liczba żywych komórek paciorkowców wyniosła 7,9×106 – 2,0×107 jtk/cm³, 
zaś pałeczek mlekowych 1,3×106 – 4,0×106 jtk/cm³. Po zakończeniu inkubacji w soku 
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jelitowym odnotowano zmniejszenie liczby żywych paciorkowców do 1,0×101 – 
6,3×106 jtk/cm³ oraz komórek pałeczek mlekowych do 1,3×102 – 7,9×105 jtk/cm³.  

Wykazano więc, że bakterie jogurtowe są wrażliwe na modelowy sok jelitowy, 
ale istnieje duże zróżnicowanie pomiędzy badanymi szczepami, co potwierdziła anali-
za statystyczna wyników (p-Value = 0,0004). Bakterie wchodzące w skład kultury 
starterowej 2 najlepiej tolerowały warunki panujące w modelowym soku jelitowym.  

 

 
Rys. 2.  Kształtowanie się liczby żywych komórek bakterii jogurtowych po 5 h inkubacji w modelowym 

soku jelitowym z i bez dodatku cholesterolu (wartości średnie i odchylenia standardowe).  
Fig. 2.  Count of live yoghurt bacteria cells after 5 h incubation in model intestine juice with and without 

the addition of cholesterol (mean values and standard deviation).  
 
Ziarno i Bartosz [18] wykazali, że szczepy Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus le-

piej przeżywały w środowisku modelowego soku jelitowego niż szczepy Str. ther-
mophilus. Badacze nie stwierdzili żywych komórek Str. thermophilus w 1 cm³ mode-
lowego soku jelitowego po 5 h inkubacji, mimo że początkowa liczba żywych komó-
rek streptokoków wynosiła średnio 2,5×107 jtk/cm³. Również inne dane literaturowe 
dowodzą, że bakterie te nie wykazują oporności na sok jelitowy [6]. Elli i wsp. [4] 
wykrywali żywe komórki Str. thermophilus w końcowej części przewodu pokarmowe-
go oraz odchodach pobieranych od ochotników, którym podawano jogurt zawierający 
żywe bakterie fermentacji mlekowej. Jednak badania Ziarno [20] dowiodły, że stopień 
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przeżycia bifidobakterii, Lactobacillus acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, 
Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. casei, Lactococcus lactis i Streptococcus ther-
mophilus w modelowym soku z dwunastnicy zależał od początkowej liczby badanych 
bakterii. Im wyższa była początkowa liczba wprowadzonych bakterii, tym więcej ich 
przeżywało w modelowym soku z dwunastnicy. 

Zaobserwowano, że bakterie wchodzące w skład szczepionki serowarskiej nr 5 
znacznie lepiej tolerowały sok jelitowy niż komórki pozostałych szczepionek serowar-
skich (rys. 3). Po 5 h inkubacji w modelowym soku jelitowym liczba żywych komórek 
bakterii wyniosła średnio 4,1×106 jtk/cm³, niezależnie od dodatku cholesterolu. Dla 
porównania, po 5 h inkubacji pozostałych kultur serowarskich liczba żywych bakterii 
obniżyła się do 1,6×102 - 4,0×105 jtk/cm³. Otrzymane wyniki są potwierdzeniem badań 
in vitro prowadzonych przez Madureira i wsp. [9]. 

 

 
Rys. 3.  Kształtowanie się liczby żywych komórek paciorkowców po 5 h inkubacji w modelowym soku 

jelitowym z i bez dodatku cholesterolu (wartości średnie i odchylenia standardowe).  
Fig. 3.  Count of Lactococcus cells after 5h incubation in simulated duodenal fluid with and without 

cholesterol addition (mean values and standard deviation). 
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jelitowego nie wpłynął istotnie na przeżywalność komórek bakterii (p-Value = 
0,3025). Liczba żywych bakterii badanych szczepionek przetrzymywanych w modelo-
wym soku jelitowym zmniejszyła się statystycznie istotnie po 5 h (p-Value = 0,0001).  
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Nie zaobserwowano także żadnego wpływu dodatku cholesterolu na przeżywal-
ność kultur kefirowych, która wyniosła średnio 0,0001 %. 

Lactococcus są typowymi kulturami starterowymi wykorzystywanymi do produk-
cji serów, maślanki i kefiru. Pomimo tego, dane literaturowe na temat badań przeży-
walności tych bakterii w warunkach przewodu pokarmowego człowieka są skromne. 
Vinderola i Reinheimer [17] wykazali, że L. lactis są oporne na działanie soli żółcio-
wych, bowiem rosły w ich obecności, mimo że nie zaobserwowano zdolności do ich 
dekoniugacji.  

Wyniki niniejszej pracy potwierdziły, że zarówno bakterie probiotyczne, jak 
i mezofilne oraz termofilne wchodzące w skład szczepionek mleczarskich w podob-
nym stopniu tolerują modelowy sok jelitowy. Zdolność ich przeżycia była jednak za-
leżna od szczepu bakterii.  

Wnioski  

1. Bakterie jogurtowe Str. thermophilus i Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus oraz bak-
terie mezofilne wchodzące w skład mezofilnych szczepionek mleczarskich są 
zdolne do przeżycia w środowisku symulującym warunki panujące w jelicie cien-
kim. 

2. Stopień przeżywalności bakterii fermentacji mlekowej jest specyficzną cechą 
szczepu, a nie gatunku bakterii i jego profilu temperaturowego. 

3. Dodatek cholesterolu do modelowego soku jelitowego nie wpływa istotnie na 
przeżywalność komórek bakterii fermentacji mlekowej.  
 
Praca była prezentowana podczas XIII Sesji Sekcji Młodej Kadry Naukowej 

PTTŻ, Łódź, 28 - 29 maja 2008 r. 
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VIABILITY OF LACTIC ACID BACTERIA UNDER THE MODEL CONDITIONS  
OF SMALL INTESTINE 

 
S u m m a r y 

 
The objective of this study was to determine whether or not cells of the lactic acid bacteria, contained 

in the commercial dairy starter cultures, were able to survive in the environment simulating the conditions 
in small intestine and whether or not the presence of cholesterol impacted their viability. The material 
studied were seven strains of lactic acid bacteria (Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. delbrueckii subsp. bulga-
ricus, Str. thermophilus i Bif. animalis subsp. lactis), three yoghurt starter cultures, six cheese starter cul-
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tures, and three kefir starter cultures. The study consisted in culturing strains of lactic acid bacteria in 
model intestine juice without and with the addition of cholesterol, at 37ºC for 5 h, and in determining the 
count of lactic acid bacteria using a plate method prior to and after the incubation. Bacteria contained in 
the mesophilic, diary starter cultures showed a similar resistance to the conditions of the model intestine 
juice as thermophilic lactic acid bacteria, including the probiotic strains studied. The addition of choles-
terol to the model intestine juice did not significantly impact the viability of lactic acid bacteria under 
investigation. No significant difference between the viability of Lactococcus sp., Str. thermophilus, and 
Lactobacillus sp. was reported. 

 
Key words: lactic acid bacteria, starter cultures, viability, intestine juice  
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