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Probiotics and their potential antioxidative activity

Abstract: Human population in the XXI century is struggling with the increasing incidence of such diseases as obesity, diabetes, cancers,
food allergies and many others. Recent studies have shown that oxidative stress caused by reactive oxygen species and free radicals,
may underlie the occurrence of many diseases. Probiotics are known for their beneficial effects on health and are established as dietary
adjuncts. Researchers are trying to find potential probiotic strains which can exhibit antioxidant properties along other health benefits.
In vitro and in vivo studies have indicated that probiotics exhibit antioxidant potential. Also, many studies have shown that consumption
of probiotics as dietary supplements, may reduce oxidative damage and modify activity of crucial antioxidative enzymes in human cells.
Incorporation of probiotics in foods can provide a good strategy to supply dietary antioxidants, but more studies are needed to standardize
the methods and evaluate antioxidant properties of probiotics before they can be recommended for their antioxidant potential. This paper
presents the latest news related to probiotics and their antioxidative potential.

1. Introduction. 2. Antioxidants from food. 3. Probiotics. 4. Methods for antioxidative activity testing. 5. Probiotics antioxidative potential.
5.1. Food products containing probiotics. 6. In vivo studies — animal models. 7. Clinical trials. 8. Probiotics as antioxidants. 9. Conclusions
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1. Wprowadzenie

Stres oksydacyjny definiowany jest jako stan komorki/
organizmu, wywolany nagromadzeniem, a co za tym
idzie nadmierng aktywnoscig reaktywnych form tlenu
(ROS, reactive oxygen species) i/lub wolnych rodnikéw
Do tego typu czasteczek zalicza si¢ migdzy innymi
anionorodnik ponadtlenkowy (O, ), nadtlenek wodoru
(H,0,), rodnik hydroksylowy (OH), czy tez metale
przejsciowe (np. miedz lub zelazo). Obecnos¢ tych
zwigzkéw w komorkach jest naturalnym zjawiskiem
fizjologicznym, bedacym nastepstwem wystepowania
w nich reakcji utleniania, czyli proceséw polegajacych
na przenoszeniu elektronéw z danej substancji na utle-
niacz - zwigzek bedacy w analizowanej reakcji akcep-
torem elektronéw. Wyzej wymienione wolne rodniki
i ROS s3 produktami, ktérych wysoka reaktywnos$¢
nadaje im zdolno$¢ wywotywania szybkich reakeji
tancuchowych. W kaskadach takich reakcji w sposéb
niekontrolowany przez komorke moga zaczaé two-
rzy¢ si¢ kolejne reaktywne formy tlenu, prowadzac do
zachwiania jej rOwnowagi redoks. Obserwuje si¢ wow-
czas wyzsza produkcje wolnych rodnikéw i ROS niz
komorka jest w stanie unieczynnic za pomocg obecnych

w niej mechanizméw antyoksydacyjnych. Do tego typu
mechanizmdéw naleza reakcje enzymatyczne katalizo-
wane miedzy innymi przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa
(SOD, superoxide dismutase), peroksydaze glutationowa
(GPx, glitathione peroxidase), reduktaze glutationowa
(GR, glutathione reductase) peroksydaze, transferaze
glutationowa (SGT, glutathione S-transferase) oraz
katalaze (CAT, catalase). W komorce wystepuja takze
nieenzymatyczne antyoksydanty takie jak witamina E
(a-tokoferol), witamina C, koenzym Q, czy tez glutation
(GSH) [12, 50, 55, 56, 63] (Rys. 1). Ostatni z wymie-
nionych nieenzymatycznych antyoksydantéw pelni
kluczowsa role w obronie antyoksydacyjnej. GSH jest
substratem reakcji katalizowanych przez antyoksydanty
enzymatyczne (miedzy innymi peroksydaze glutatio-
nowa) oraz stanowi ,,magazyn” grup tiolowych (-SH)
w komorce. Dzigki obecno$ci w jego czasteczce grupy
tiolowej moze on oddzialywa¢ z biatkami, stabilizu-
jac ich strukture. Glutation ulega przeksztalceniom
z postaci zredukowanej (GSH) do utlenionej (GSSG),
bedacej dimerem glutationu. W reakeji przeksztal-
cenia GSH do GSSG powstaja elektrony, ktére moga
by¢ przylaczane przez wolne rodniki prowadzac do
ich inaktywacji. GSH jest odtwarzane w reakcji kata-
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Rys. 1. Czynniki inicjujace powstanie stresu oksydacyjnego oraz jego rola w patogenezie wybranych choréb

O, ™ - anionorodnik ponadtlenkowy, H,O, - nadtlenek wodoru, OH" - rodnik hydroksylowy, GSSG - utleniony glutation,
TBARS - produkty peroksydacji lipidow, CAT - katalaza, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, GR - reduktaza glutationowa,
GSH - zredukowany glutation, SGT - transferaza glutationowa, GPx — peroksydaza glutationowa.

lizowanej przez reduktaze glutationowa w obecnosci
NADPH, ktoéry zostaje utleniony do NADP* [21].
Dzialanie wszystkich antyoksydantéw w organizmie
sprowadza si¢ finalnie do przeciwdziatania efektom
procesow utleniania. Czy to w sposéb bezpos$redni za
pomocg katalizowania reakcji enzymatycznych, czy tez
posrednio jako zwigzki dezaktywujace wolne rodniki
i zatrzymujace kaskady reakcji tanncuchowych. W sktad
systemow antyoksydacyjnych bez watpienia wchodza
takze grupy zwigzkow uczestniczacych w stalym odtwa-
rzaniu potencjatu antyoksydacyjnego, poniewaz wszyst-
kie czasteczki uczestniczac w reakcjach ulegajg zuzyciu
i musza zosta¢ odtworzone [30].

Szereg wynikéw badan dostarcza dowodéw na zna-
czacg role reaktywnych form tlenu, a przez to stresu
oksydacyjnego w patogenezie wielu chorob u ludzi. Do
schorzen tych zalicza si¢ migdzy innymi choroby cywi-
lizacyjne, takie jak otylos¢, cukrzyca typu 2, choroby
sercowo-naczyniowe, udary oraz chorobe Alzheimera,
za¢me czy tez choroby reumatoidalne [12, 50, 56, 63]
(Rys. 1). Istnieje zatem potrzeba poszukiwania nie-
toksycznych przeciwutleniaczy, ktore zwiekszaja zdol-
nosci antyoksydacyjne organizmu, a przez co spowolnia
postep wielu przewleklych choréb. Dzigki wynikom
licznych badan naukowych, publikacji popularnonau-
kowych, a nawet reklam obserwuje si¢ coraz wieksza
swiadomos¢ spoleczenstwa na temat warto$ci odzyw-
czych spozywanych produktéw. Taka sytuacja sktania
do poszukiwania nowych Zrédet antyoksydantow w juz
istniejacych na rynku sktadnikach zywnosci o udoku-
mentowanej, innej wartoéci prozdrowotnej. Roézne
doniesienia wskazuja, ze to probiotyki moga stac si¢
takim skladnikiem. Ze wzgledu na swoja diuga tradycje
bezpiecznego stosowania oraz ich potencjalne dzialanie

przeciwrodnikowe staja si¢ obiecujgcym sktadnikiem
zywnosci o dzialaniu antyoksydacyjnym i sg pod tym
katem intensywnie badane [47].

2. Antyoksydanty pochodzace z zywno$ci

Wiréd wielu sktadnikéw zywnosci najbardziej obfite
w naturalne przeciwutleniacze sg produkty pochodze-
nia roslinnego. Zawarte w nich antyoksydanty pelnia
swoja funkcje dzialajac w rdéznoraki sposéb. Czes¢
z nich odpowiada za wychwytywanie i ,zmiatanie” wol-
nych rodnikéw oraz neutralizowanie ich w bezposred-
nich reakcjach chemicznych (wolne rodniki i reaktywne
formy tlenu sa redukowane do bardziej stabilnych i nie-
reaktywnych form). Inne majg zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci enzyméw odpowiedzialnych za tworze-
nie wolnych rodnikéw lub chelatowania tzn. wigzania
w komorkach jondw metali przejsciowych (szczegdl-
nie zelaza i miedzi), czyli metali odpowiedzialnych za
zapoczatkowanie tanicucha reakcji wolnorodnikowych.
Prowadzg takze do ochrony innych antyoksydantow,
np. zapobiegajac utlenianiu witaminy C lub popra-
wiajac dzialanie endogennych przeciwutleniaczy np.
glutationu. Do tego typu zwigzkow zalicza sie miedzy
innymi: polifenole tworzace dwie gtéwne grupy zwiaz-
kow - kwasy fenolowe (kwas kawowy, elagowy, feru-
lowy) oraz flawonoidy z licznymi podgrupami, karo-
tenoidy, witaminy i tokoferole [54, 70].

Bogatymi w tego typu zwigzki roslinami sg: czosnek,
brokuly, zielona herbata, soja, pomidory, marchew,
brukselka, kapusta, cebula, czerwone buraki, Zurawina,
kakao, jagody, czerwone winogrona, §liwki i owoce cy-
trusowe. Rozbudowany rynek zywnosci funkcjonalnej
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zajal si¢ poszukiwaniem substancji o charakterze anty-
oksydacyjnym w juz istniejacych produktach. Wyka-
zano, ze duzy potencjal w tym obszarze wykazuja
produkty mleczne. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze
szeroko rozpowszechnione probiotyki moga takze oka-
za¢ si¢ dobrym zrédla przeciwutleniaczy [47].

3. Probiotyki

Probiotyki to zywe drobnoustroje, ktore - podawane
w odpowiednich ilosciach — wywieraja korzystne skutki
zdrowotne. Sg to mikroorganizmy, gléwnie bakterie
kwasu mlekowego (LAB, Lactic Acid Bacteria), mogace
zasiedla¢ rézne srodowiska, w tym organizm czlowieka.
Probiotyk moze mie¢ w swym skladzie pojedyncze
szczepy bakterii kwasu mlekowego, szczepy drozdzy,
kultury plesni lub tez bakterie kwasu mlekowego tacz-
nie z wyselekcjonowanymi szczepami drozdzowymi.
Bakterie probiotyczne dodawane sg do réznych $rod-
kéw spozywczych. Wystepuja przede wszystkim w sfer-
mentowanych produktach mlecznych, ale takze w tra-
dycyjnych kiszonkach. Nadajg produktom specyficzny
smak i zapach, a takze chronig je przed rozwojem szko-
dliwych mikroorganizméw. Mozna je réwniez znalez¢
w preparatach farmaceutycznych, suplementach diety,
stosowanych chociazby przy antybiotykoterapii [59].
Wsréd wielu pozytywnych efektow jakie probiotyki
wywierajg na ludzki organizm wymieni¢ mozna mie-
dzy innymi: fagodzenie objaw6w nietolerancji laktozy,
zapobieganie biegunkom i infekcjom uktadu moczowo-
-plciowego, obnizanie poziomu cholesterolu, wzmoc-
nienie ukiad odpornosciowego [4, 14], zmniejszanie
ryzyka wystgpienia nowotwordéw — gtéwnie jelita gru-
bego - oraz fagodzenie objawdw alergii [15, 44].

Do drobnoustrojéw o dziataniu probiotycznym na-
lezg przede wszystkim bakterie z rodzaju Lactobacillus
i Bifidobacterium. Oprécz nich do tej grupy zalicza si¢
takze inne bakterie kwasu mlekowego: Lactococcus, Leu-
conostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Car-
nobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
i Weissella [37], Bacillus spp. [28], niektore szczepy Esche-
richia coli oraz Propionibacterium spp. Najbardziej rozpo-
wszechnionym szczepem drozdzowym o wlasciwosciach
probiotycznych jest Saccharomyces boulardii [26, 53].

Ostatnie dziesieciolecia zmienily podejscie spote-
czenstwa do zdrowego odzywiania i stosowania w diecie
tzw. zywnosci funkcjonalnej, inaczej FOSHU (Foods for
Specified Health Use). Jest to rodzaj zywnosci, z ktorej
usunieto szkodliwe sktadniki (np. alergeny), badz wzbo-
gacono ja w substancje aktywne fizjologicznie, tak aby
otrzyma¢ produkt posiadajacy odpowiednia wartos¢
odzywczg, poprawiajacg stan zdrowia czlowieka [68].
Poszerzenie wiedzy na temat pozytywnych wiasciwosci
drobnoustrojéow probiotycznych sprawito, ze ich obec-

no$¢ w komercyjnych produktach spozywczych jest
powszechna i zostala bardzo dobrze przyjeta przez kon-
sumentdw. Dlatego przemyst spozywczy calego $wiata
doktada wszelkich staran, by skonstruowa¢ produkty
zywnosci funkcjonalnej, bedgce nosnikami mikroorga-
nizméw o dzialaniu probiotycznym, umozliwiajac im
przetrwanie w warunkach przewodu pokarmowego
i pelnienie w nim swoich dobroczynnych funkcji. Do
takich dziatan mobilizujg takze doniesienia o ich poten-
cjalnych wlasciwosciach antyoksydacyjnych, porusza-
nych w tym artykule.

4. Metody analizy wlasciwosci antyoksydacyjnych

W celu oceny potencjalu antyoksydacyjnego zwigz-
kéw naturalnych opracowano wiele réznych metod.
Najwazniejszy jest jednak wybor metody wzglednie
szybkiej i dajacej obiektywne rezultaty, a przede wszyst-
kim adekwatnej do specyfiki analizowanego produktu.
Kazdy z obecnie opisanych testow aktywnosci anty-
oksydacyjnej cechuje sie specyficznym mechanizmem
dziatania, majac przy tym swoje wady i zalety, jednakze
w przypadku braku uniwersalnej metody dla danego
produktu, ktéra moze da¢ jednoznaczne wyniki, naj-
lepszym sposobem jest uzycie wielu metod jednoczes-
nie. Niektére procedury obejmujg stosowanie synte-
tycznych przeciwutleniaczy lub wolnych rodnikow,
cze$¢ opiera sie na reakcjach peroksydacji lipidow,
wigkszo$¢ z nich wymaga wczesniejszej obrobki anali-
zowanego materialu i ukazuje wyniki w specyficzny dla
siebie sposdb. Antyoksydacyjne wlasciwo$ci produktow
probiotycznych takze badano stosujac rézne metody in
vitro i in vivo. Ich opis przedstawiony zostal ponizej
oraz zestawiony w Tabeli L.

Metoda z rodnikiem DPPH'

Jedna z najczesciej stosowanych metod do pomiaru
aktywnosci antyutleniajacej jest metoda wykorzystujaca
rodnik DPPH' (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl). Meta-
nolowy roztwor rodnika wykazuje pasmo absorpcji
w zakresie widzialnym, z maksimum przy 515-540 nm.
W wyniku przebiegu reakcji obserwowany jest spadek
intensywnosci zabarwienia, proporcjonalny do zawar-
tosci antyutleniaczy. Rodnik powinien znajdowac si¢
w nadmiarze w stosunku do zwigzku antyoksydacyj-
nego, tak by cata ilo§¢ antyutleniacza miata szanse prze-
reagowac [20]. W wyniku reakcji powstaje zredukowana
forma rodnika DPPH' (2,2-difenylo-1-pikrylo-hydra-
zyna) o barwie zo6ltej [23]. Metoda DPPH jest czesto
stosowana ze wzgledu na to, ze jest stosunkowo prosta
i nie wymaga diugotrwalego przygotowania probki.
Dodatkowo rodnik DPPH:' jest dostepny komercyjnie,
a wiec nie trzeba go bezposrednio wytwarza¢ z prekur-
sora, jak w przypadku ponizej opisanej metody ABTS.
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Tabela I
Wybrane metody analizy wlasciwosci antyoksydacyjnych roznych prébek biologicznych
Metoda Zasada dziatania metody Obserwacje Pi$miennictwo
DPPH w obecnosci zwigzku o charakterze atyoksydacyjnym z06lte zabarwienie substacji [11,17]
nastepuje redukcja stabilnego rodnika oceniane wzrokowo lub
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) o fioletowym analizowane spektroftometrycznie
zabarwieniu do z6ltej 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyny
ABTS antyutleniacze prowadza do redukcji kationorodnika ABTS™ | odbarwienie roztworu oceniane [27,57]
- 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian) wzrokowo lub analizowane
powodujac odbarwienie niebieskozielonego roztworu spektrofotometrycznie
FRAP monitorowanie zdolno$ci donorowych antyutleniacza, analiza spektrofotometryczna [5,8,9]
za pomoca pomiaru redukcji kompleksu zelaza(III)
z 2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyna ([Fe’* - (TPTZ),]**)
do intensywnie niebieskiego kompleksu [Fe** - (TPTZ),]**
ORAC antyutleniacze hamujg prowadzong przez wolne rodniki analiza fluorymetryczna [24, 46, 68]
reakcje utleniania sondy fluorescencyjnej, ktéra w trakcie
tej reakcji wykazuje spadek fluorescencji
analiza zdolnoéci | w obecno$ci zelaza nastepuje zmiana absorbancji zwigzana | analiza spektrofotometryczna [29]
neutralizacji z dezaktywacja rodnika hydroksylowego przeprowadzang
rodnika przez antyoksydanty — kwasy hydroksybenzoesowe,
hydroksylowego | nalezace do grupy polifenoli

Za zgoda Mishra V i wsp., J. Agric. Food Chem. 63, 3615-3526 (2015) Copyright (2015) American Chemical Society [47]

Metoda moze by¢ takze stosowana z wykorzystaniem
analizy przeptywowo-wstrzykowej (FIA, flow injection
analysis), co znacznie ulatwia i przyspiesza pomiar,
a ponadto umozliwia w wiekszym stopniu kontrolo-
wanie warunkow oznaczen [43]. Wadg sg za$ mozliwe
interferencje od zwigzkdéw absorbujgcych przy tej samej
diugosci fali, np. karetonoidow.

Metoda z kationorodnikiem ABTS™*

Inng metody, oparta na przeniesieniu elektronu,
ale réwniez wykorzystujaca detekcje spektrofotome-
tryczng, jest metoda polegajagca na monitorowaniu
stezenia barwnego kationorodnika ABTS* - 2,2-azyno-
bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu). Ma on barwe
niebieskozielong i wykazuje cztery maksima absorpcji
przy 417, 645, 728 oraz 815 nm w $rodowisku wodnym,
a trzy - 414, 730, 873 nm w $rodowisku etanolowym.
Kationorodnik przed pomiarem nalezy wygenerowac.
W tym celu mozna zastosowa¢ reakcje enzymatyczne
(np. z mioglobing lub peroksydazg chrzanowa) lub
chemiczne utlenienie (za pomocg MnO,, K,S,O,). Che-
miczne metody generowania ABTS* s3 jednak bardziej
wymagajace pod wzgledem warunkow reakcji (m.in.
bardzo dlugi czas reakeji). Antyutleniacze redukujg
ABTS™* w zaleznosci od aktywnosci, stezenia przeciw-
utleniacza i czasu trwania reakeji [18].

Metoda FRAP
(Ferric Ion Reducing Antioxidant Parameter)

Metoda oznaczania zdolnosci do redukcji jondw
zelaza (III) opiera si¢ na reakcji redukcji kompleksu Fe**
z (2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyng (TPTZ), zas jej

produktem jest intensywnie niebieski kompleks z Fe**
(Amax =593 nm). Mierzone s3 wiec zdolnoéci dono-
rowe antyutleniacza [10]. Trwalo$¢ kompleksu zalezy
od pH, a optymalne warunki wystepuja przy pH 3,6,
ktore osiagane jest przez dodatek buforu octanowego.
Metoda FRAP jest szybka, ma jednak szereg wad,
poniewaz wykorzystywany kompleks jest redukowany
przez wszystkie zwigzki, rowniez te ktdre nie naleza do
antyutleniaczy, ktérych potencjat redoks jest nizszy od
0,70 V. Powstale jony Fe** moga w obecnosci H,O, bra¢
udzial w reakcjach produkujagcych rodniki, co réwniez
wplywa mylaco na uzyskane wyniki. Ponadto wartos¢
pH reakgji nie jest zblizona do pH fizjologicznego. Nie-
ktore zwigzki w ogole nie wykazuja redukujacych zdol-
no$ci w stosunku do Fe**-TPTZ. Nalezg do nich tiole,
w tym bardzo wazny, wspomniany we wczesniejszym
fragmencie artykulu, glutation oraz biatka [51]. Fakt ten
powoduje zanizanie wynikow, szczegélnie dla probek
biologicznych. Z tego powodu poszukiwane sa nowe
uklady oparte na redukcji jondéw Fe** [6]. Za pomoca tej
metody Carlsen i wsp. [13] analizowali aktywnos¢ anty-
oksydacyjna réznych produktéw spozywczych. Kilka
przyktadéw produktéw przytoczonych w niniejszej
pracy przegladowej wraz z uzyskanymi przez badaczy
wynikami przytoczono w Tabeli II.

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

W metodzie tej rodniki peroksylowe (generowane
ze zwigzkow azowych) lub rodniki hydroksylowe (gene-
rowane z reakcji jonéw Cu* z H,0,) reagujg z sondg
fluorescencyjna. Sonda jest zwigzek wykazujacy silng
fluorescencje, np. fluoresceina, dichlorofluoresceina
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Tabela II
Zawarto$¢ zwiazkow antyoksydacyjnych oznaczonych metoda
FRAP w wybranych produktach mlecznych i sokach owocowych,
na podstawie Carlsen i wsp. [13]

Zawarto$¢ zwigzkow
Lp. Produkt antyoksydacyjnych
[mmol/100 g produktu]

1 maslanka, 1,5 % 0,04

2 mleko krowie, 2% 0,04

3 | mleko kozie 0,04

4 | kwasna $mietana 0,15

5 | jogurt naturalny 0,06

6 | jogurtzjagodami 0,25

7 | ser Gorgonzola 0,54

8 | sokjabtkowy 0,27

9 | sok pomaraficzowy 0,64
10 | sok zurawinowy 0,92

lub pirogalol [3]. W wyniku reakeji utlenienia fluores-
cencja sondy zanika. Po dodaniu substancji o wiasci-
wosciach antyutleniajacych do $rodowiska reakeij,
zostaje zahamowany rozkltad znacznika fluorescencyj-
nego i nastepuje neutralizacja wolnych rodnikéw przez
czasteczki antyutleniacza. Obserwujemy wiec wydlu-
zenie czasu indukcji i spadek stalej szybkosci reakcji
rozkladu sondy. Zdolnosci antyutleniajace wyrazane
s3 poprzez poréwnanie przebiegu reakcji w obecnosci
probki z reakcja zachodzacg w obecnosci wzorcowego
antyoksydantu. Jako substancji wzorcowej stuzacej
wyrazeniu zdolnosci antyutleniajacej w jednostkach
stezenia najczesciej stosuje si¢ rozpuszczalny w wodzie
analog witaminy E - troloks lub kwas galusowy. Metoda
ta mierzy¢ mozna zdolnosci antyutleniajace zaréwno
hydrofilowych, jak i lipofilowych antyoksydantow. Ze
wzgledu na stosowany detektor fluorescencyjny, metoda
charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia i precyzja [41].

Analiza zdolnosci neutralizacji
rodnika hydroksylowego

Rodnik hydroksylowy (OH') to oboje¢tna forma
jonéw wodorotlenkowych (OH"). Jest on jednym z naj-
bardziej reaktywnych rodnikéw, uczestniczacy w proce-
sie peroksydacji lipidow i odpowiadajacy za powstawa-
nie uszkodzen w obrebie DNA [29]. Jony Zelaza biora
czynny udzial w tworzeniu rodnika hydroksylowego
w reakcji Fentona. W tej metodzie, w obecnosci zelaza,
obserwuje sie zmiany absorbancji zwigzane z dezakty-
wacja rodnika hydroksylowego przeprowadzang przez
antyoksydanty - kwasy hydroksybenzoesowe, nalezace
do grupy polifenoli [47, 48].

Inne metody
Wsréd innych, dodatkowych metod umozliwiaja-
cych badanie wlasciwosci antyoksydacyjnych szczepow

probiotycznych wymieni¢ mozna analizy genetyczne,
polegajace na badaniu poziomu ekspresji genow kodu-
jacych enzymy uczestniczace w zmiataniu wolnych rod-
nikow, takie jak SOD czy CAT. Bada si¢ takze aktyw-
no$¢ tych enzymow, zdolnos¢ drobnoustrojow do prze-
zycia w roznych stezeniach ROS, czy tez zdolnos¢ do
chelatowania metali przejsciowych [16, 22, 39, 66].

5. Potencjal antyoksydacyjnych probiotkow

Pelna charakterystyka drobnoustrojow probiotycz-
nych przeprowadzana jest na poczatku za pomoca
metod in vitro, a nastepnie potwierdzana w doswiad-
czeniach in vivo, na odpowiednich modelach zwierze-
cych. Taki schemat dotyczy tez analizy wlasciwosci
antyoksydacyjnych probiotykow. W pierwszych etapach
drobnoustroje analizowano za pomocg réznorodnych,
opisanych wczesniej metod, a nastgpnie podawano je
zwierzetom w odpowiednim dla danego zwierzecia
nosniku, czyli rodzaju Zywnosci. W badaniach in vitro
analizowano aktywnos$¢ przeciwutleniajaca réznych
gatunkow drobnoustrojow probiotycznych (cho¢ byty
to glownie bakterie nalezace do Lactobacillus sp. oraz
Bifidobacterium sp.) oraz szeroka game produktow spo-
zywczych zawierajacych organizmy probiotyczne.

Przeprowadzono liczne analizy potencjatu antyoksy-
dacyjnego drobnoustrojow nalezacych do rodzaju Bifi-
dobacterium. Wérdd nich przebadano miedzy innymi
Bifidobacterium longum ATCC 15708 - jelitowy szczep
o udowodnionych wlasciwosciach probiotycznych.
Analizowano zaréwno potencjal calych, nienaruszo-
nych komoérek bakteryjnych (hodowanych w pozywce
MRS), jak i tzw. ekstrakty komorkowe — ICFE (intracel-
lular free extracts). W obu przypadkach zaobserwowano
odpowiednio 32 i 48% inhibicje procesu peroksydacji
kwasu linolowego oraz 52 i 42% aktywno$¢ zmiatania
rodnika DPPH. Dla tych szczepdw analizowano takze
cytotoksyczno$¢ N-tlenku 4-nitrochinoliny (4NQO) na
komorki jelitowe linii 407. Zaobserwowano 89% zaha-
mowanie toksyczno$ci w hodowli komoérek linii 407
w polaczeniu z Zywymi bakteriami, ale nie zanotowano
zmian w przypadku ICFE. Co wigcej, hodowla zawie-
rajaca 10° komorek B. longum ATCC 15708 powodo-
wala inhibicje procesu peroksydacji lipidow o 16 i 34%
odpowiednio dla calych komdrek oraz ICFE [38]. Shen
i wsp. [61] porownali aktywno$¢ antyoksydacyjna
supernatantéw powstalych po zwirowaniu hodowli,
komorek nienaruszonych szczepu Bifidobacterium ani-
malis 01 oraz ich ICFE. Zaobserwowali zahamowanie
procesu peroksydacji kwasu linolowego o odpowied-
nio: 30, 41 i 71%. Badacze analizowali takze aktyw-
no$¢ zmiatania rodnika DPPH, uzyskujac najwyzsza
aktywnos¢ dla supernatantu, a najnizsza dla komorek
w pozywce MRS. Supernatant tego szczepu wykazywal
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takze 78% aktywno$¢ zmiatania rodnika hydroksylo-
wego oraz 86% dla anionorodnika ponadtlenkowego,
a wyniki te byly wyzsze niz w przypadku komoérek
w pozywce MRS lub ICFE.

Jak wiadomo, zelazo moze indukowaé tworzenie
nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego. W bada-
niu przeprowadzonym przez Sun i wsp. [62] anali-
zowano przezywalno$¢ réznych bakterii mlekowych
z rodzaju Lactobacillus w jelitach myszy, w ktérych
zwiekszono stezenie zelaza. Wykazano, ze niektore
szczepy z rodzaju Lactobacillus sg bardziej odporne na
przetrwanie w $rodowisku o zwigkszonej zawartosci
zelaza, a co za tym idzie na dzialanie wolnych rodnikéw
tlenowych. Pozwala im to jednoczesnie na wywieranie
niezmiennego, pozytywnego wplywu na ekosystem jelita
oraz potencjal redoks w nim panujacy. Zaobserwowano,
ze szczep L. rhamnosus GG (LGG) byl w stanie przezy¢
diuzej w srodowisku o wysokim stezeniu nadtlenku
wodoru i rodnika hydroksylowego, niz szczepy L. para-
casei Fn032, czy tez L. plantarum Fn001. Co wiecej,
w obecnosci szczepu LGG obserwowano obnizenie
stezenia wolnych rodnikéw oraz aldehydu malono-
wego (MDA) - produktu procesu peroksydacji lipidow.
Szczep L.plantarum Fn001 nie wykazywal dzialania
antyoksydacyjnego ani w badaniu in vivo, ani in vitro,
w ktérych symulowano warunki panujgce w przewodzie
pokarmowym. Obserwowano takze, Ze szczepy o wlas-
ciwosciach antyoksydacyjnych zwiekszaja swoje zdol-
noéci zmiatania wolnych rodnikéw w obecnosci sztucz-
nego soku zotadkowego i trzustkowego. Inni badacze
analizowali 39 szczepdw Lactobacillus pod katem ich
zdolno$ci do przetrwania w warunkach zwiekszonego
stezenia ROS. Zaobserwowali, ze rézne szczepy tego
samego gatunku, wyizolowane z jednego $rodowiska,
wykazuja odmienng tolerancje na nadtlenek wodoru czy
rodnik hydroksylowy. Moga charakteryzowac sie rézna
ekspresja genéw kodujacych dysmutaze ponadtlenkowa
i katalaze oraz prowadzi¢ inhibicje peroksydacji kwasu
linolowego w réznym stopniu. Na podstawie wynikow
tego badania, wysuni¢to wniosek, o zréznicowanej
skutecznoséci antyoksydacyjnej probiotycznych bak-
terii z rodzaju Lactobacillus [1]. Ciekawym, szybkim
i nowatorskim podejsciem do analizy wlasciwosci
antyoksydacyjnych probiotykow jest wykorzystanie
nicienia Caenorhabditis elegans jako gospodarza — orga-
nizmu modelowego. W tym badaniu Grompone i wsp.
[26] przeanalizowali az kilkadziesiat roznych bakterii
kwasu mlekowego. Wsrdd nich znalazty sie 62 szczepy
Lactobacillus (L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei,
L. paracasei, L. plantarum oraz L. rhamnosus), 9 szcze-
pow Streptococcus thermophilus oraz 6 Bifidobacterium
(B. animalis, B. breve, B. longum). Nicien byl karmiony
szczepami probiotyczymi, po czym poddawano go eks-
pozycji H,0,, poréwnujac uzyskane wyniki do efektu
protekcyjnego wywieranego przez szczep Escherichia

coli OP50. Wykazano najwyzsza aktywnos¢ antyoksy-
dacyjna u szczepu L. rhamnosus CNCM 1-3690.

W zwigzku z tym, ze miedz i zelazo to metale pro-
oksydacyjne, badano zdolnosci drobnoustrojéow probio-
tycznych do chelatowania tych pierwiastkow. Wykazano
wysoka zdolnos¢ wigzania Cu** przez Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus thermophilus oraz 6 réznych
szczepdw Lactobacillus bulgaricus. W przypadku dwdch
szczepow B. longum — B6 oraz 15708 zaobserwowano
zdolno$¢ wigzania zaréwno Cu?',jak i Fe?*. Wszystkie
badane szczepy nie powodowaly inhibicji dziatania
dysmutazy ponadtlenkowej w medium hodowlanym,
nawet po dodaniu do niego jonéw Cu*, Fe**, Zn?*', czy
tez Mn*. Przebadane w tym eksperymencie szczepy
probiotyczne prowadzity réwniez do inhibicji utlenia-
nia askorbinianu o okoto 7-12%. Poréwnywano takze
zdolno$ci zmiatania rodnika hydroksylowego przez
szczepy probiotyczne uzyskujac najwyzsza zdolno$¢
w tym zakresie dla L. acidophilus E, a najnizsza dla
S. thermophilus 3641 [39].

Przebadano takze zawarto$¢ GSH w szczepach pro-
biotycznch i wykazano jego najwyzsze stezenie u szczepu
L. casei HY 2782, po 24 godzinach hodowli, a po 72
warto$¢ malata. Réznice w ilosci GSH obserwowano
takze hodujac te same szczepy w roznych pozywkach
i tak, zaobserwowano, ze probiotyki w typowej dla
bakterii LAB pozywce MRS produkujg najwiecej tego
antyutleniacza, w poréwnaniu z hodowla w podlozu
Bif-TPY (Bifidobacterium Tryptone Phytone Yeast
Extract) lub bulionie BCP (Bromcresol Purple Dextrose
Broth). Badacze wykazali takze pozytywna korelacje
pomiedzy stezeniem GSH, a aktywno$cig antyoksyda-
cyjna badanych komorek [69].

Kim i wsp. [34] analizowali efekt ochronny probio-
tycznego szczepu Lactobacillus gasseri NRI 312 wobec
oksydacyjnego uszkodzenia lipidéw wchodzacych
w skiad blon komérkowych oraz uszkodzenia DNA,
na linjach ludzkich komorek limfocytow T (Jurkat).
Wykazali, ze po dodaniu bakterii probiotycznych do
hodowli komérek obserwuje si¢ zmniejszenie negatyw-
nych skutkéw wywotywanych przez stres oksydacyjny
na blony komoérkowe oraz okoto 50% zahamowanie
uszkodzen w obrebie DNA.

5.1. Produkty spozywcze zawierajace probiotyki

Celem potwierdzenia wlasciwosci antyoksydacyj-
nych probiotykéw, uzyskanych w badaniach in vitro,
wykonuje sie wiele analiz produktéw spozywczych za-
wierajgcych drobnoustroje probiotyczne.

Przeprowadzno fermentacje 3 rodzajow mleka:
krowiego, koziego i wielbladziego uzupetniajac probki
o szczep probiotyczny Pediococcus pentosus i analizo-
wano wlasciwosci antyoksydacyjne oraz profil kwasow
tluszczowych. Wyniki wykazaly, ze najwyzszy poziom
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zmiatania rodnika DPPH' obserwuje sie w sfermento-
wanym mleku kozim (98% ), a nastgpnie w produkcie
z mleka wielbladziego (86%) i mleka krowiego (79%)
[7]. Przeanalizowano takze aktywnos$¢ antyoksyda-
cyjng dwoch dostepnych na rynku synbiotykow. Jeden
z nich skonstruowany byt na bazie serwatki i miodu,
a drugi zawieral inuline, sok pomaranczowy i probio-
tyczny szczep L. helveticus MTCC 5463. Oba produkty
charakteryzowaly si¢ zdolnoscig zmiatania rodnika
hydroksylowego, przy czym aktywnos¢ ta malata pod-
czas przechowywania produktow w niskich tempera-
turach (okoto 4°C) [60]. W innym synbiotyku, w sklad
ktérego wchodzity fruktooligosacharydy oraz bakterie
L. plantarum lub L. fermentum zaobserwowano odpo-
wiednio 85 i 82% zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH',
a aktywno$¢ ta wzrastata wraz z czasem inkubacji bak-
terii probiotycznych z fruktooligosacharydami, uzysku-
jac tym samym efekt dziatania wlasciwy dla synbiotyku
[42]. Inni badacze analizowali zdolnos$ci namnazania
szczepow probiotycznych nalezacych do Lactobacillus
i Bidifobacterium w polaczeniu z prebiotykami takimi
jak: midd, pytek kwiatowy, inulina, laktuloza oraz rafi-
noza. Wykazano najwigkszy przyrost biomasy bakterii
oraz najwyzsza aktywnos$¢ zmiatania rodnika DPPH'
(45%) po 7 dniach inkubacji w probie, w ktorej pota-
czono probiotyki z pylkiem pszczelim i inuling [64].

6. Doswiadczenia in vivo - modele zwierzece

Po badaniach in vitro, modele zwierzece s3 kolejnym
etapem wykorzystywanym do analizy konkretnych cech
drobnoustrojow probiotycznych, juz w odniesieniu do
dzialania na caly organizm. Dopiero pozytywne wyniki
uzyskane w badaniach na zwierzetach mozna przenosi¢
na dziatanie danego czynnika u ludzi.

Wang i wsp. [16] badali oddziatywanie probio-
tycznego szczepu L. fermentum na §winie. Wykazali, ze
suplementacja tym drobnoustrojem wspomaga zdrowy
wzrost $win poprzez jego wptyw na podniesienie aktyw-
nosci SOD oraz GPx oraz obnizanie stezenia MDA
w surowicy krwi badanych zwierzat. Co wigcej zaobser-
wowano zwiekszenie aktywno$ci CAT i spadek stezenia
MDA w watrobie tych zwierzat [66]. W innym badaniu,
tym razem przeprowadzonym na szczurach, badano
wplyw dwdch szczepdw probiotycznych — L. delbrueckii
subsp. bulgaricus B3 oraz A13. Zaobserwowano wzrost
poziomu GSH w jelitach szczuréw suplementowanych
wyzej wymienionymi szczepami. Jednoczesnie zaobser-
wowano zwiekszony poziom TBARS - czasteczek, ktore
podobnie jak ROS powstaja w procesie peroksydacji
lipidéw, ale maja dluzszy okres poltrwania, przez co
sg tatwiejsze do wykrycia. Tego typu niejednoznaczne
wyniki uzyskane w badaniach na zwierzetach wymagaja
potwierdzenia dalszymi analizami [16]. Jak pokazaly

inne badania na szczurach oprdcz potencjalu anty-
oksydacyjnego L. casei ssp. casei, probiotyk ten wyka-
zuje takze zdolnos¢ obnizania poziomu cholesterolu we
krwi. W grupie zwierzat suplementowanych mlekiem
fermentowanym, zaobserwowano obnizenie poziomu
cholesterolu o0 2-11% i o 15-25% w grupie, w ktorej
mleko byto dodatkowo wzbogacone o liofilizowany
szczep L. casei. Obserwowano takze spadek TBARS
u tych zwierzat. Wyniki poréwnywane byly z grupa
kontrolng otrzymujaca jedynie zwykle, odtluszczone
mleko [32]. W innym badaniu analizowano izolo-
wany z jelita szczura probiotyczny szczep E. coli CFR,
u ktérego zaindukowano silny stres oksydacyjny za
pomocg DMH (1,2-dimetylohydrazyny), ktora jest
silnym kancerogenem alkilujgcym DNA. Zwigzek ten
jest czgsto uzywany w badaniach naukowych, mi¢dzy
innymi do indukowania nowotwordw okreznicy u zwie-
rzat laboratoryjnych. Stwierdzono, ze u zwierzat trak-
towanych DMH istotnie spadla aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych (SOD, CAT oraz GPx), a takze nasilit
sie proces peroksydacji lipidow w watrobie i jelitach tych
zwierzat. Co najistotniejsze, po doustnej suplementacji
szczepem probiotycznym zanotowano zniesienie dzia-
fania DMH, aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych
wzrosla, a proces peroksydacji lipidéw w obu analizo-
wanych tkankach utrzymywat si¢ na poziomie bliskim
kontroli. Dodatkowo badanie histologiczne wykazalo
istotny udzial ochronny E. coli CFR na sluzéwke jelita
[53]. W innych badaniach zaobserwowano takze, ze
suplementacja szczepem LGG pomaga zmniejszy¢ nega-
tywne dzialanie alkoholu na watrobe [19].

7. Badania kliniczne

Celem potwierdzenia prozdrowotnych wlasciwosci
bakterii probiotyczych uzyskanych w badaniach in vitro
i na modelach zwierzecych przeprowadzono badania
kliniczne z udziatem ludzi (randomizowane z podwoj-
nie $lepg proba, kontrolg - placebo oraz badaniem
naprzemiennym). Analizowano wlasciwo$ci szczepu
L. fermentum ME-3. W badaniach udzial wziely
zardwno osoby zdrowe, jak i pacjenci z alergiami, czy
tez po przebytym udarze. W jednym z badan pacjenci
otrzymywali kapsulki probiotyku lub synbiotyku ze
szczepem ME-3, sfermentowane kozie mleko lub prepa-
raty spozywcze typu ser lub kefir. Konsumpcja szczepu
ME-3 miafa pozytywny wptyw na sktad mikroflory jeli-
towej. Zaobserwowano zwieksza liczebno$¢ bakterii
nalezgcych do Lactobacillus w probkach katu badanych
ochotnikéw, co zapewnialo im zwiekszona odpornosé
na dzialanie drobnoustrojéw chorobotwoérczych. Pro-
biotyk wykazywal pozytywne dzialanie w odniesie-
niu do poziomu cytokin we krwi, gléwnych marke-
réw gospodarki weglowodanowej i lipidowej (glukozy,
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trojglicerydow, cholesterolu HDL i LDL), metabolitow
takich jak homocysteina, bilirubina czy kreatynina oraz
poziomu wapnia i zelaza we krwi [45]. W innym bada-
niu pacjentom z atopowym zapaleniem skory (AZS)
podawano przez 3 miesigce fermentowane mleko kozie
z L. fermentum ME-3. Po spozyciu probiotyku zaobser-
wowano obnizong zawartos¢ prooksydacyjnego zelaza
w formie utlenionej w poréwnaniu z wartosciami przed
suplementacjg. Stwierdzono takze oslabienie procesu
peroksydacji lipidow. Suplementacja doprowadzila
do wzrostu poziomu GSH w skérze oraz w surowicy
krwi tych pacjentéw [33]. W innym badaniu pilotazo-
wym analizie poddano 21 chorych po udarze mézgu.
Pacjentow losowo podzielono na dwie grupy. W pierw-
szej, pacjenci oprocz standardowej opieki rehabilita-
cyjnej otrzymywali przez 3 tygodnie kapsutki z liofili-
zowanym szczepem ME-3 (3 razy dziennie kapsutka
z 10° cfu/g bakterii). W drugiej grupie pacjenci otrzymy-
wali 3 razy dziennie 250 mg sacharozy i mikrocelulozy,
jako grupa kontrolna. Przed i po terapii obserwowano
standardowe dla tego typu rekonwalescencji parametry
ruchowe pacjentéw oraz liczne parametry biochemicz-
ne. Jedynie w grupie otrzymujacej suplementacje¢ pro-
biotykiem wykryto podwyzszenie poziomu GSH oraz
istotny spadek warto$ci markerdw stanu zapalnego [33].
Zwigkszong aktywno$¢ antyoksydacyjng w organizmie
uzyskano takze w badaniu klinicznym, w ktérym 53
zdrowym osobom, przez 3 tygodnie podawano synbio-
tyk zawierajacy L. fermentum ME-3, L. paracasei 8700:2,
Bifidobacterium longum 46 oraz inulineg [58].

8. Mechanizm dzialania probiotykow
jako antyoksydantow

Suplementy diety o dzialaniu antyoksydacyjnym
oraz zywno$¢ zawierajaca w swoim skladzie przeciw-
utleniacze bez watpienia pozwala zmniejszy¢ negatywne
skutki stresu oksydacyjnego powstajacego w ludzkim
organizmie. Drobnoustroje probiotyczne, gtéwnie LAB,
staja sie obiecujgcymi komponentami, ktore wykazuja
dzialanie antyoksydacyjne w tego typu produktach [34,
40]. Wiele badan dowiodto, ze probiotyki zwiekszaja
aktywnos¢ enzymow o charakterze antyoksydacyjnym
takich jak SOD, GPx, SGT, CAT, GR, podnosza poziom
wspomnianego wczesniej glutationu, czy tez chronig
komorke przed uszkodzeniami jakie moga wywotaé
czynniki o charakterze rakotwoérczym [35]. Antyoksy-
dacyjne dzialanie probiotykéw tlumaczone jest takze
tym, ze drobnoustroje te uczestniczag w odbudowie
prawidtowej mikroflory jelitowej, ktérej homeostaza
mogtla zosta¢ zachwiana na skutek réznych czynnikow
chorobotwoérczych [36, 49]. Bakterie kwasu mle-
kowego posiadaja systemy umozliwiajace wiazanie
ROS powstajacych w trakcie trawienia spozywanych

pokarmoéw [31]. Co wiecej, moga one przeprowadzaé
hydrolize bialek pochodzacych z produktow spozyw-
czych, prowadzac do wytworzenia bioaktywnych pep-
tydéw o wilasciwosciach antyoksydacyjnych, chronig-
cych przed peroksydacja lipidéw btonowych, a tym
samym dzialajacych ochronnie na struktury komor-
kowe [2]. Wykazano ponadto, ze Lactobacillus spp.
wykazuje swoje dzialanie probiotyczne wtasnie dzieki
zdolno$ci do przetrwania w obecnosci ROS, co nie
jest obserwowane w przypadku innych bakterii jeli-
towych, np. kilku gatunkéw Streptococcus, wysoce
wrazliwych na obecno$¢ H,O, [22]. Antyoksydacyjne
dzialanie L.rhamnosus GG moze opieral sie z kolei
na hamowaniu wydzielania ROS oraz zwigkszaniu
zywotnosci neutrofili, odpowiedzialnych za reakcje
przeciwbakteryjng [65].

Podsumowanie

Wozrastajaca $wiadomos¢ zwigzana z czynnikami
patogenezy wielu chordb, z ktérymi boryka sie ludzkos¢
XXI wieku sklania do poszukiwania mechanizméw
umozliwiajacych przeciwdzialanie tym schorzeniom.
Badania ostatnich lat dowiodty, ze stres oksydacyjny,
wywolany reaktywnymi formami tlenu oraz wolnymi
rodnikami, moze leze¢ u podstaw wystepowania wielu
chorob cywilizacyjnych. Na podstawie tej obserwacji
rozpoczeto poszukiwania czynnikdéw przeciwdziata-
jacych stresowi oksydacyjnemu, czyli réznego rodzaju
przeciwutleniaczy/antyoksydantéw. Ich obecnos¢ wy-
kazano zaréwno w wielu produktach pochodzenia
roslinnego i zwierzecego, a niedawno zauwazono takze
ogromny potencjal antyoksydacyjny drobnoustrojow
probiotycznych. Wzrost zainteresowania zywnoscia
funkcjonalng, a w szczegdlno$ci probiotykami idzie
w parze ze zwigkszonymi nakladami pienieznymi na
badania naukowe skupiajgce uwage na tego typu drob-
noustrojach i ich funkcjach w przewodzie pokarmo-
wym. Wiele badan koncentruje si¢ na bakteriach obec-
nych w produktach spozywczych oraz tych, ktore sa
cze$cig naturalnego mikrobiomu przewodu pokarmo-
wego. Analizie poddaje si¢ czynniki odpowiedzialne za
kolonizacje tych bakterii, ich interakcje z organizmem
gospodarza, a od niedawna takze ich potencjal anty-
oksydacyjny. Wykazano, iz dzieki wielorakim mecha-
nizmom, drobnoustroje te wykazuja istotne i niepod-
wazalne dzialanie przeciwrodnikowe. Maja zdolnos¢
do przetrwania wyzszych niz inne mikroorganizmy
stezen reaktywnych form tlenu, przeciwdzialajg ich
nagromadzeniu poprzez hamowanie kaskad reakeji
fancuchowych, prowadza do produkeji bioaktywnych
zwigzkow przeciwdziatajacych skutkom stresu oksyda-
cyjnego w komorkach lub regulujg aktywno$¢ enzymow
anty- i prooksydacyjnych. Z punktu widzenia nie tylko
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tych bakterii, ale wszystkich bytujacych w przewodzie
pokarmowym wcigz istotne jest projektowanie nowych
lub ulepszanie juz istniejacych narzedzi molekularnych
umozliwiajacych ich doglebng analize.
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