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ANNA CHLEBOWSKA-SMIGIEL, MALGORZATA GNIEWOSZ

PROBA ZASTOSOWANIA PULLULANU JAKO STYMULATORA
WZROSTU WYBRANYCH BAKTERII PROBIOTYCZNYCH
I POTENCJALNIE PROBIOTYCZNYCH

Streszczenie

Badano wptyw dodatku pullulanu na stymulacj¢ wzrostu 12 szczepdw bakterii probiotycznych oraz
potencjalnie probiotycznych z rodzaju Lactobacillus. Hodowle prowadzono przez 48 h, z wykorzystaniem
automatycznego analizatora wzrostu Bioscreen C, na podlozach kontrolnych MRS z glukoza (od 0,5 do
2,0 %), doswiadczalnych MRS z pullulanem (od 0,5 do 2,0 %) oraz MRS zawierajacych 2,0 % glukozy
12,0 % pullulanu. Nie zaobserwowano wigkszego wzrostu bakterii na podtozach zawierajacych pullulan,
natomiast wszystkie badane szczepy wykazywaty duzo lepszy wzrost na podtozach z glukoza, suplemen-
towanych 2-procentowym dodatkiem pullulanu. Najlepszy efekt stymulujacy uzyskano w stosunku do
szczepu Lactobacillus plantarum 44. Rownolegle prowadzono analiz¢ zmian pH i1 kwasowosci ogdlnej po
24 i 48 h hodowli. Nie stwierdzono rdznic w warto$ciach pH oraz kwasowosci ogdlnej podtoza MRS
zawierajacego 2,0 % glukozy oraz MRS zawierajacego 2,0 % glukozy i 2,0 % pullulanu, zaréwno po 24,
jak 1 po 48 h hodowli. Jedynie w hodowli szczepu L. acidophilus CH-5 stwierdzono wyzsza kwasowos$¢
0gollng podtoza MRS suplementowanego pullulanem, zarowno po 24, jak i po 48 h hodowli. Roéwnocze-
$nie dodatek pullulanu stymulowat wzrost tego szczepu.

Stowa kluczowe: : pullulan, Lactobacillus, stymulacja wzrostu

Wprowadzenie

Pullulan jest polisacharydem (neutralnym a-glukanem) wytwarzanym pozako-
moérkowo przez grzyby z gatunku Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud. Zwia-
zek ten zbudowany jest z regularnie powtarzajacych si¢ trimerow o-(1—4)Glup-o-
(1-4)Glup-a-(1—6)Glup, tworzacych dlugie liniowe czasteczki o duzej masie mole-
kularnej, mieszczacej si¢ w granicach 4,5-10% do 6:10° Da [2, 17]. Biosynteza pullula-
nu zaczyna si¢ pod koniec logarytmicznej fazy wzrostu populacji A. pullulans i zacho-
dzi gléwnie w formach przetrwanych tj. chlamydosporach i komoérkach wzdetych
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grzyba [1, 18, 19]. W formie handlowej pullulan jest biatym niehigroskopijnym prosz-
kiem, dobrze rozpuszczalnym w zimnej i goracej wodzie, bez smaku i zapachu. Wodne
roztwory pullulanu sa lepkie, ale nie tworza zelu. Pullulan jest zwiazkiem nietoksycz-
nym i niemutagennym, w Japonii jest stosowany jako dodatek do zywnos$ci od ponad
30 Iat, a w Stanach Zjednoczonych od 2002 r. Powszechnie jest uwazany za bezpiecz-
ny (ma status GRAS). W 2004 r. EFSA pozytywnie zaopiniowala zastosowanie pullu-
lanu do tworzenia powlok suplementéw zywnosciowych [4]. W Unii Europejskiej
zastosowanie pullulanu jest obecnie ograniczone do produkeji listkow odswiezajacych
oddech, w ktérych stanowi cienka, dobrze rozpuszczalna w ustach powtokotworcza
baze. Jednak mozliwos$ci zastosowania tego polisacharydu w gospodarce cztowieka sa
znacznie wigksze, zwlaszcza w farmacji i technologii zywnosci [4, 8]. W przemysle
farmaceutycznym w USA i Kanadzie pullulan i jego pochodne stosuje si¢ gtownie do
wytwarzania kapsulek produktow farmaceutycznych i nutraceutycznych oraz do po-
wlekania lekow w postaci tabletek [2]. W produkcji zywnosci pullulan moze by¢ uzyty
m.in. jako stabilizator i spoiwo sktadnikéw past spozywczych, srodek poprawiajacy
lepko$¢ napojow, sosow i majonezow oraz czg$ciowy zamiennik skrobi w makaronach
i pieczywie [17].

Pullulan dostarcza tylko 2,05 kcal/g (8,79 kl/g), ze wzgledu na duza opornos¢ na
enzymy trawienne przewodu pokarmowego ssakow. W badaniach in vitro wykazano,
ze amylazy §linowe i trzustkowe rozktadaja pullulan do mniejszych molekut. Sugero-
wano, ze moga by¢ one nast¢pnie fermentowane przez mikroflore okreznicy do krotko-
tancuchowych kwasow ttuszczowych [12]. Jednak wyniki badan przeprowadzonych in
vivo nie dostarczyly jednoznacznych dowodow na potwierdzenie tej hipotezy. Nielicz-
ne sa rowniez badania dotyczace wptywu pullulanu na liczbg mikroflory jelitowe;.
Pullulan podawany w diecie o§miu dorostym wolontariuszom w dawce 10 g/dzien
przez 14 dni spowodowal przyrost masy kalu (ze 129 g/dzien do 188 g/dzien) i przy-
czynit si¢ do zwigkszenia w kale procentowej zawartosci bifidobakterii ( z 12 do 25 %)
w stosunku do probek kalu osob stanowiacych grupe kontrolng [11]. Wlasciwosci te
moga wskazywaé réwniez na mozliwo$¢ zastosowania pullulanu jako prebiotyku.
Z definicji podanej przez Roberfroida [14] wynika, Ze prebiotyk to niestrawny sktadnik
zywnosci, selektywnie fermentowany przez mikroflore jelitowa, ktory powoduje ko-
rzystne zmiany w skladzie i/lub aktywnosci mikroflory przewodu pokarmowego
o dziataniu korzystnym na stan zdrowia oraz samopoczucia gospodarza. Dobrze scha-
rakteryzowanymi prebiotykami sa fruktooligosacharydy (FOS), w tym inulina i oligo-
fruktoza, nastgpnie oligosacharydy sojowe, galaktooligosacharydy, glukozylosacharo-
za, laktozosacharoza, izomaltooligosacharydy, palatinozooligosacharydy i ksylooligo-
sacharydy [9]. W licznych badaniach wykazano wplyw tych zwiazkéw na stymulacje
wzrostu bakterii probiotycznych z rodzajow Bifidobacterium i Lactobacillus [3, 6, 7,
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13]. W dostepnej literaturze $wiatowej dane na temat wlasciwosci prebiotycznych pul-
lulanu sg bardzo ograniczone.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu pullulanu na wzrost wybranych szczepow
z rodzaju Lactobacillus, hodowanych w zmodyfikowanym podtozu MRS, o wlasciwo-
Sciach probiotycznych lub potencjalnie probiotycznych w badaniach modelowych.

Material i metody badan

Materialem do badan byly: handlowy pullulan (Focubase, Chiny) oraz szczepy
bakterii probiotycznych lub potencjalnie probiotycznych: Lactobacillus paracasei
LOCK 0919, Lactobacillus plantarum 44, Lactobacillus plantarum NCAIM B. 01149,
Lactobacillus plantarum NCAIM B. 01834, Lactobacillus plantarum ATCC 4080,
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, Lactobacillus acidophilus Bauer 1, Lactobacil-
lus acidophilus CH-2, Lactobacillus acidophilus CH-5, Lactobacillus acidophilus Lac
4, Lactobacillus casei ATCC 393, Lactobacillus arabinosus ATCC 8014. Badane
szczepy pochodzity z kolekcji Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Poli-
techniki Lodzkiej, kolekcji Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii oraz Zaktadu Bio-
technologii Mleka SGGW w Warszawie. Szczepy przechowywano w 25 % glicerolu
w temp. -87 °C.

W celu przygotowania inokulum zamrozone kultury przenoszono jatowo do ptyn-
nego podtoza MRS (Biolacta, Polska) i inkubowano w zaleznosci od preferencji tem-
peraturowych szczepu w temp. 30 °C (wszystkie szczepy z gatunku L. plantarum
i szczep L. arabinosus) lub w temp. 37 °C (szczepy z gatunku L. rhamnosus, L. aci-
dophilus, L. casei i L. paracasei) przez 24 h. Nastgpnie komorki odwirowywano
w wirowce laboratoryjnej (Eppendorf, Francja) przy 11 000xg przez 1 min. Po zdekan-
towaniu supernatantu biomas¢ komoérkowa przemywano jatowym roztworem soli fizjo-
logicznej i powtornie odwirowywano. Nastgpnie biomas¢ komorkowa zawieszano
w roztworze soli fizjologicznej tak, aby stezenie komorek wynosito 10° jtk/ml. Tak
przygotowane zawiesiny szczepow przenoszono do uprzednio przygotowanych podio-
zy kontrolnych i do§wiadczalnych.

Jako kontrolne stosowano ptynne podtoza MRS, ze zrdéznicowana zawartoScia
glukozy [%]: 0,5, 1,0, 1,5 lub 2,0 oraz pozostatymi sktadnikami [g/100 ml]: ekstrakt
drozdzowy: 0,5, ekstrakt migsny: 1,0, pepton: 1,0, fosforan potasu: 0,2, cytrynian amo-
nu: 0,2, Tween: 80 0,11, fosforan potasu: 0,2, octan sodowy: 0,50, siarczan magnezu:
0,02, siarczan manganu: 0,005 [15]. Podloze kontrolne MRS bez glukozy zawierato
wszystkie sktadniki znajdujace si¢ w podtozu MRS, oprocz glukozy.

Jako doswiadczalne stosowano plynne podloza MRS, w ktérych glukoze zasta-
piono pullulanem w ilosci [%]: 0,5; 1,0; 1,5 lub 2,0. Zastosowano takze podtoze MRS
zawierajace rownoczesnie 2,0 % glukozy i 2,0 % pullulanu.
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Podloza kontrolne oraz do$wiadczalne (bez pullulanu) poddawano sterylizacji
w autoklawie w temp. 121 °C przez 20 min. Wodny roztwor pullulanu wyjatawiano
poprzez filtracj¢ (zastosowano jatowe krazki bibuly filtracyjnej o Srednicy pordéw
0,47 um firmy Whatman, Niemcy) i dodawano do ostudzonych po sterylizacji podtozy.

Hodowle szczepdéw przeprowadzano w zautomatyzowanym analizatorze wzrostu
mikroorganizméw Bioscreen C firmy Yo AB Ltd, Growth Curves (Helsinki, Finlandia)
przez 48 h w dwéch zakresach temp.: 30 lub 37 °C, w zaleznosci od wymagan tempe-
raturowych badanych szczepéw. Hodowle prowadzono w ptaskodennych przezroczys-
tych ptytkach, zawierajacych po 100 studzienek o jednakowej roboczej objetosci wy-
noszacej 400 ul. Do kazdej studzienki przenoszono po 360 pl podtoza, ktore inokulo-
wano 40 pl badanego szczepu. Kazde doswiadczenie wykonano w trzech powtdrze-
niach. Wzrost szczepow mierzono przy uzyciu turbidymetrycznej metody z zastosowa-
niem filtru szerokopasmowego (420 - 580 nm), ktory jest mniej wrazliwy na zmiang
barwy podtoza. Absorbacj¢ mierzono co 2 h przez 48 h hodowli, po uprzednim auto-
matycznym wytrzasaniu probek przez 20 s przed kazdym odczytem.

Rownolegle prowadzono hodowle badanych bakterii w kolbach, w podtozach
kontrolnych i do$wiadczalnych o objgtosci 50 ml, z zachowaniem takich samych wa-
runkoéw temperatury i czasu hodowli. Po 24 i 48 h hodowli oznaczano pH oraz kwa-
sowos$¢ 0golna.

Pomiar pH wykonywano za pomoca pehametru Elmetron (Polska), po jego wcze-
$niejszym wyskalowaniu z uwzglednieniem temperatury podioza. Kwasowos$¢ ogolna
oznaczano metodq miareczkowa. W tym celu pobierano jatlowo 5 ml hodowli, odwiro-
wywano biomasg¢ komorkowa, a ptyn pohodowlany miareczkowano przy uzyciu 0,1 M
NaOH w obecnosci fenoloftaleiny do pierwszej zmiany barwy na amarantowa. Wynik
miareczkowania przeliczano na kwas mlekowy, a wynik wyrazano w g kwasu mleko-
wego w 100 ml ptynu pohodowlanego.

Wszystkie doswiadczenia wykonywano w minimum trzech powtorzeniach. War-
tosci $rednie oraz odchylenia standardowe obliczono z wykorzystaniem programu
Microsoft Excel.

Wiyniki i dyskusja

W badaniach wykorzystano 12 szczepow bakterii kwasu mlekowego, ktore ho-
dowano w podtozach zawierajacych glukoze i pullulan. Uzyskane wyniki przedstawio-
no narys. 1.
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B. Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
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Rys. 1A, B. Zmiany gestosci optycznej (OD) podtozy hodowlanych podczas 48 h hodowli bakterii

Lactobacillus.
Fig. 1A, B.
bacillus.

Changes in optical density (OD) of culture media during 48 h incubation of bacteria Lacto-
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D. Lactobacillus plantarum NCAIM B.01834.

Rys. 1C,D. Zmiany ggstosci optycznej (OD) podlozy hodowlanych podczas 48 h hodowli bakterii
Lactobacillus.

Fig. 1C,D. Changes in optical density (OD) of culture media during 48 h incubation of bacteria Lacto-
bacillus.
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E. Lactobacillus arabinosus ATCC 8014.
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F. Lactobacillus plantarum NCAIM B. 01149.

Rys. 1E, F. Zmiany gestosci optycznej (OD) podtozy hodowlanych podczas 48 h hodowli bakterii
Lactobacillus.

Fig. 1E,F. Changes in optical density (OD) of culture media during 48 h incubation of bacteria Lacto-
bacillus.
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G. Lactobacillus acidophilus CH-5.
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H. Lactobacillus plantarum ATCC 4080.

Rys. 1G, H. Zmiany ggstosci optycznej (OD) podlozy hodowlanych podczas 48 h hodowli bakterii
Lactobacillus.

Fig. 1G, H. Changes in optical density (OD) of culture media during 48 h incubation of bacteria Lacto-
bacillus.
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L. Lactobacillus acidophilus CH-2.
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J. Lactobacillus acidophilus Bauer 1.

Rys. 1I,J.  Zmiany gestosci optycznej (OD) podtozy hodowlanych podczas 48 h hodowli bakterii
Lactobacillus.

Fig. 1I,J.  Changes in optical density (OD) of culture media during 48 h incubation of bacteria Lacto-
bacillus.
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K. Lactobacillus paracasei L OCK 0919.

2,000 - —— MRS bez glukozy / MRS without glucose

1,800
1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

—1— MRS z glukozg (0,5%) / MRS with
glucose (0,5%)

—&— MRS z glukozg (1%) / MRS with glucosr
(1%)

—— MRS z glukozg (1,5%) / MRS with
glucose (1,5%)

oD

—%— MRS z glukozg (2%) / MRS with glucose
(2%)

—— MRS z pullulanem (0,5%) / MRS with
pullulan (0,5%)

—+— MRS z pullulanem (1%) / MRS with
pullulan (1%)

MRS z pullulanem (1,5%) / MRS with
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L. Lactobacillus casei ATCC 393.

Rys. 1K, L. Zmiany ggstosci optycznej (OD) podlozy hodowlanych podczas 48 h hodowli bakterii
Lactobacillus.

Fig. 1K, L. Changes in optical density (OD) of culture media during 48 h incubation of bacteria Lacto-
bacillus.

Analizujac przedstawione wykresy zmian ggstosci optycznej (OD) podczas 48 h
hodowli mozna zauwazy¢, ze pullulan, jako zroédlo wegla, dodany w stezeniu 0,5, 1,0,
1,5 lub 2,0 %, powodowat niewielki wzrost biomasy badanych szczepow bakterii.
Uzyskane wartosci OD miescily si¢ w granicach od 0,4 (szczepy z gatunkow L. caseli,
L. arabinosus, L. acidophilus) do nieznacznie powyzej 0,6 (szczepy L. plantarum i L.
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rhamnosus). Wigkszy wzrost biomasy badanych bakterii obserwowano w pozywkach
kontrolnych, tj. MRS z r6zna zawarto$cia glukozy (0,5 - 2,0 %). Maksymalne warto$ci
OD w tych hodowlach zawieraty si¢ w przedziale 0,8 - 1,5 w zalezno$ci od szczepu
bakterii. Porownujac otrzymane wartosci OD podtozy kontrolnych i do§wiadczalnych
mozna wnioskowa¢, ze pullulan byl w matym stopniu wykorzystany przez badane
szczepy bakterii, czego powodem byta prawdopodobnie ich staba zdolnos¢ do enzyma-
tycznej hydrolizy pullulanu do glukozy. Potwierdzaja to rowniez Ryan i wsp. [16],
ktorzy wykazali, ze tylko nieliczne szczepy Bifidobacterium wytwarzaja pullulanazy
rozktadajace ten zwiazek. W przeprowadzonych badaniach autorzy wykazali, ze spo-
srod 42 szczepow Bifidobacterium tylko 11 byto zdolnych do wykorzystania pullulanu
jako zrodta wegla.

Porownujac hodowle badanych szczepow bakterii w podtozu MRS, zawierajacym
rownoczesnie 2,0 % glukozy i 2,0 % pullulanu, zaobserwowano zdecydowanie wyzsze
wartosci OD w przypadku dziesigciu z nich (rys. 1 A - J). Maksymalne warto$ci ggsto-
$ci optycznej byly wyzsze niz uzyskane w tym samym czasie w podtozu MRS, zawie-
rajacym tylko 2,0 % glukozy, i miescily si¢ w granicach od 1,4 do 1,8 w zaleznosci od
szczepu.

Najlepszy efekt stymulujacy wzrost stwierdzono w przypadku szczepu L. plantarum
44 (rys. 1A). Najwyzsza warto$¢ OD uzyskano po 48 h hodowli i byla ona 2,5-krotnie
wyzsza od wartosci OD podtoza MRS tylko z 2-procentowq zawarto$cig glukozy. Najniz-
szy wynik stymulacji wzrostu uzyskano w stosunku do szczepu L. casei ATCC 393 i L.
paracasei LOCK 0919 (rys.1 G, H). Po 48 h hodowli wartosci OD podtoza z glukoza
i pullulanem byly wyzsze tylko od 6 do 9 % w poréwnaniu z podlozem z glukoza.

Dodatek pullulanu do podioza spowodowal wydluzenie fazy logarytmicznego
wzrostu badanych szczepow juz migdzy 12. a 15. godzina hodowli. Efekt stymulacji
wzrostu wigkszosci badanych bakterii obserwowano maksymalnie do 24. godziny ho-
dowli. Wyjatek stanowily szczepy L. plantarum 44 i L. plantarum NCAIM B.01149,
w hodowli ktorych log-faza przediuzona bylta do 36. godziny.

Przeprowadzono takze badanie zmian pH oraz kwasowos$ci ogolnej po 24 i 48 h
hodowli testowanych bakterii. Wyniki zamieszczone w tab. 1 przedstawiaja wartosci
uzyskane tylko w dwoch podlozach: MRS z 2,0 % zawarto$cia glukozy oraz MRS
zawierajacym 2,0 % glukozy i 2,0 % pullulanu, ze wzgledu na najlepszy wzrost szcze-
pow w tych podtozach.

Roéznice w wartos$ciach pH pomigdzy hodowlami w obu podtozach nie byty duze,
ale statystycznie istotne. Po 24 h hodowli wartos¢ pH w podilozu z glukoza wynosita
od 3,68 ( L. plantarum NCAIM B. 01149) do 3,9 (L. acidophilus CH-5), a po 48 go-
dzinach od 3,56 (L. plantarum ATCC 4080) do 3,79 (L. casei ATCC 393). W przy-
padku podtoza z dodatkiem pullulanu warto$¢ pH po 24 h hodowli wynosita od 3,8 (L.
plantarum NCAIM B. 01149) do 4,06 (L. plantarum 44) oraz od 3,61 (L. plantarum
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ATCC 4080) do 3,83 (L. plantarum 44). Nie zaobserwowano takze wigkszych roznic
w kwasowosci bez wzgledu na zastosowane podtoze, co moze §wiadczy¢ o braku fer-
mentacji pullulanu przez badane szczepy bakterii. Jedynie w hodowli szczepu L. aci-
dophilus CH-5 stwierdzono wyzsza ogolna kwasowo$¢ podtoza MRS z zawartoScia
2,0 % glukozy i 2,0 % pullulanu zar6wno po 24, jak i po 48 h hodowli. Réwnoczesnie
wzrost tego szczepu byt stymulowany przez dodatek pullulanu.

Tabela |
Warto$¢ pH i kwasowos$¢ ogdlna badanych podtozy.
Changes in pH and total acidity of media studied.

Kwasowos$¢ ogdlna
pH [g kwasu mlekowego/100 ml]
Szczep bakterii X*+s/SD Total ac1d1tygf(;t}csz]1§1d g/100 ml]
Strain of bacteria MRS +2 % MRS +2 % MRS +2 % MRS +2 %
lukoz glukozy i lukoz glukozy i2 %
& Y 2 % pullulanu & Y pullulanu

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

Lactobacillus plantarum 3,81 3,63 4,06 3,83 1,10 1,58 1,01 1,49
44 +0,04 [ £0,02 | +0,01 +0,01 | £0,01 | £0,01 | £0,01 | £0,02

Lactobacillus plantarum 3,68 3,59 3,8 3,68 0,95 1,14 0,92 1,22
NCAIM B. 01149 +0,02 [ £0,01 | +0,01 +0,03 | £0,01 | £0,02 | £0,01 | +£0,01

Lactobacillus plantarum 3,79 3,67 3,95 3,78 1,13 1,64 0,97 1,36
NCAIM B. 01834 +0,03 [ £0,02 | +£0,02 +0,02 | £0,02 | £0,01 | £0,01 | +£0,03

Lactobacillus rhamnosus 3,66 3,58 3,85 3,79 1,03 1,42 1,15 1,46
ATCC 7469 +0,05 [ £0,03 | £0,02 +0,01 | £0,01 | £0,01 | £0,02 | £0,01

Lactobacillus acidophi- 3,9 3,76 3,87 3,78 1,09 1,66 0,95 1,5
lus Bauer 1 +0,01 | £0,01 | +0,01 +0,01 | £0,01 | £0,03 | £0,01 | £0,01

Lactobacillus plantarum 3,76 3,56 3,9 3,61 1,05 1,41 0,99 1,37
ATCC 4080 +0,01 | £0,01 +0,01 +0,02 | £0,03 | £0,01 | £0,01 | £0,02

Lactobacillus casei 3,83 3,79 3,97 3,79 1,16 1,22 1,14 1,26
ATCC 393 +0,02 | £0,01 +0,01 +0,02 | £0,01 | £0,01 | £0,01 | +£0,02

L;’fig’f;}fi’llxs 390 | 3,59 3,84 376 | 1,05 | 144 | 126 | 1,53
CIHLS +0,01 | £0,02 | +£0,03 +0,01 | £0,01 | £0,02 | £0,03 | +£0,01

L;‘;ﬁf;;%‘f 3,87 | 3,76 3,88 3,77 1,00 | 1,54 | 1,19 1,41
CH.2 +0,04 | £0,02 | +£0,02 +0,03 | £0,02 | £0,01 | £0,01 | +£0,01

Lactobacillus arabinosus 3,76 3,62 3,99 3,76 1,08 1,55 1,18 1,45
ATCC 8014 +0,02 [ £0,03 | +£0,02 +0,02 | £0,01 | £0,01 | £0,03 | +£0,01

Lactobacillus paracasei 3,80 3,79 3,97 3,79 0,1 1,42 0,82 1,31
LOCK 0919 +0,02 | £0,01 +0,01 +0,01 | £0,01 | £0,01 | £0,01 | £0,01

L;‘;ﬁf;;%‘f 3,70 | 3,58 3,83 3,76 122 | 1,55 | 1,19 1,51
Lac 4 +0,01 | £0,01 +0,03 +0,02 | £0,02 | £0,02 | £0,02 | £0,21

Objasnienia: / Explanatory notes:
X £ s/ SD — warto$¢ §rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n = 6.
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Uzyskane wyniki badan wskazuja na korzystny wptyw pullulanu na wzrost i me-
tabolizm bakterii z rodzaju Lactobacillus, co moze sugerowac, ze zwiazek ten wykazu-
je wlasciwosci prebiotyczne. Goderska i wsp. [5] oraz Matijevié¢ 1 wsp. [10], po prze-
badaniu wptywu dobrze zdefiniowanych prebiotykow, jak oligofruktoza, inulina i lak-
tuloza na szczepy probiotyczne, uzyskali nie tylko znaczne zwigkszenie liczby komo-
rek tych szczepdw w hodowlach, ale takze lepsze ich dziatanie kwasotworcze. Dlatego
tez celowe jest podjecie dalszych badan wtasciwosci prebiotycznych pullulanu.

Whioski

1. Dodatek pullulanu do podioza MRS stymulowal wzrost wigkszosci badanych
szczepow z rodzaju Lactobacillus.

2. W podtozach MRS zawierajacych glukozg i pullulan obserwowano wydtuzenie
fazy logarytmicznego wzrostu tych szczepéw w poroéwnaniu z podtozem niesu-
plementowanym pullulanem.

3. Pullulan dodany w stezeniu 2,0 % do podioza MRS najlepiej stymulowat wzrost
i aktywnos$¢ fermentacyjna szczepu L. acidophilus CH-5.
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ATTEMPT TO APPLY PULLULAN AS GROWTH STIMULATOR FOR SELECTED
PROBIOTIC AND POTENTIALLY PROBIOTIC BACTERIA

Summary

The effect was studied of the addition of pullulan on the growth stimulation of 12 strains of probiotic
and potentially probiotic bacteria of a Lactobacillus genus. The cultures were incubated for 48h with the
use of an automatic growth analyzer ‘Bioscreen C’ in MRS control media with glucose (0.5 to 2.0 %), in
experimental MRS media with pullulan added (from 0.5 to 2.0 %), and in MRS media containing 2.0 % of
glucose and 2.0 % of pullulan. It was found that the bacteria studied did not grow better in the media
containing pullulan; however, the strains studied grew much better in the media with glucose and supple-
mented with 2.0 % of pullulan. The best stimulating effect was achieved for the L. plantarum 44 strain. At
the same time, changes in pH and total acidity of the culture media were analyzed after a period of 24 and
48 h of incubation. No differences were reported in the values of pH and total acidity as regards the MRS
medium with 2.0 % of glucose and the MRS with 2.0 % of glucose and 2.0 % of pullulan, equally after 24
and 48 h of their incubation. A culture of L. acidophilus CH-5 was the only one to show a higher acidity of
the MRS medium with 2.0 % of glucose and 2.0 % of pullulan, equally after 24 and 48 h of their incuba-
tion. At the same time, the addition of pullulan stimulated the growth of the latter bacterial strain.

Key words: pullulan, Lactobacillus, stimulation of growth
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