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1. Wprowadzenie

Stres oksydacyjny definiowany jest jako stan komórki/ 
organizmu, wywołany nagromadzeniem, a co za tym 
idzie nadmierną aktywnością reaktywnych form tlenu 
(ROS, reactive oxygen species) i/lub wolnych rodników 
Do tego typu cząsteczek zalicza się między innymi 
anionorodnik ponadtlenkowy (O2.

–), nadtlenek wodoru 
(H2O2), rodnik hydroksylowy (OH.), czy też metale 
przejściowe (np. miedź lub żelazo). Obecność tych 
związków w komórkach jest naturalnym zjawiskiem 
fizjologicznym, będącym następstwem występowania 
w nich reakcji utleniania, czyli procesów polegających 
na przenoszeniu elektronów z danej substancji na utle-
niacz – związek będący w analizowanej reakcji akcep-
torem elektronów. Wyżej wymienione wolne rodniki 
i  ROS są produktami, których wysoka reaktywność 
nadaje im zdolność wywoływania szybkich reakcji 
łańcuchowych. W kaskadach takich reakcji w sposób 
niekontrolowany przez komórkę mogą zacząć two-
rzyć się kolejne reaktywne formy tlenu, prowadząc do 
zachwiania jej równowagi redoks. Obserwuje się wów-
czas wyższą produkcję wolnych rodników i ROS niż 
komórka jest w stanie unieczynnić za pomocą obecnych 

w niej mechanizmów antyoksydacyjnych. Do tego typu 
mechanizmów należą reakcje enzymatyczne katalizo-
wane między innymi przez dysmutazę ponadtlenkową 
(SOD, superoxide dismutase), peroksydazę glutationową 
(GPx, glitathione peroxidase), reduktazę glutationową 
(GR, glutathione reductase) peroksydazę, transferazę 
glutationową (SGT, glutathione S-transferase) oraz 
katalazę (CAT, catalase). W komórce występują także 
nieenzymatyczne antyoksydanty takie jak witamina E 
(α-tokoferol), witamina C, koenzym Q, czy też glutation 
(GSH) [12, 50, 55, 56, 63] (Rys. 1). Ostatni z wymie-
nionych nieenzymatycznych antyoksydantów pełni 
kluczową rolę w obronie antyoksydacyjnej. GSH jest 
substratem reakcji katalizowanych przez anty oksydanty 
enzymatyczne (między innymi peroksydazę glutatio-
nową) oraz stanowi „magazyn” grup tiolowych (-SH) 
w komórce. Dzięki obecności w jego cząsteczce grupy 
tiolowej może on oddziaływać z białkami, stabilizu-
jąc ich strukturę. Glutation ulega przekształceniom 
z postaci zredukowanej (GSH) do utlenionej (GSSG), 
będącej dimerem glutationu. W reakcji przekształ-
cenia GSH do GSSG powstają elektrony, które mogą 
być przyłączane przez wolne rodniki prowadząc do 
ich inaktywacji. GSH jest odtwarzane w reakcji kata-
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lizowanej przez reduktazę glutationową w obec noś ci 
NADPH, który zostaje utleniony do NADP+ [21]. 
Działanie wszystkich antyoksydantów w organizmie 
sprowadza się finalnie do przeciwdziałania efektom 
procesów utleniania. Czy to w sposób bezpośredni za 
pomocą katalizowania reakcji enzymatycznych, czy też 
pośrednio jako związki dezaktywujące wolne rodniki 
i zatrzymujące kaskady reakcji łańcuchowych. W skład 
systemów antyoksydacyjnych bez wątpienia wchodzą 
także grupy związków uczestniczących w stałym odtwa - 
rzaniu potencjału antyoksydacyjnego, ponieważ wszyst-
kie cząsteczki uczestnicząc w reakcjach ulegają zużyciu 
i muszą zostać odtworzone [30].

Szereg wyników badań dostarcza dowodów na zna-
czącą rolę reaktywnych form tlenu, a przez to stresu 
oksydacyjnego w patogenezie wielu chorób u ludzi. Do 
schorzeń tych zalicza się między innymi choroby cywi-
lizacyjne, takie jak otyłość, cukrzyca typu 2, choroby 
sercowo-naczyniowe, udary oraz chorobę Alzheimera, 
zaćmę czy też choroby reumatoidalne [12, 50, 56, 63] 
(Rys. 1). Istnieje zatem potrzeba poszukiwania nie-
toksycznych przeciwutleniaczy, które zwiększają zdol-
ności antyoksydacyjne organizmu, a przez co spowolnią 
postęp wielu przewlekłych chorób. Dzięki wynikom 
licznych badań naukowych, publikacji popularnonau-
kowych, a nawet reklam obserwuje się coraz większą 
świadomość społeczeństwa na temat wartości odżyw-
czych spożywanych produktów. Taka sytuacja skłania 
do poszukiwania nowych źródeł antyoksydantów w już 
istniejących na rynku składnikach żywności o udoku-
mentowanej, innej wartości prozdrowotnej. Różne 
doniesienia wskazują, że to probiotyki mogą stać się 
takim składnikiem. Ze względu na swoją długą tradycję 
bezpiecznego stosowania oraz ich potencjalne działanie 

przeciwrodnikowe stają się obiecującym składnikiem 
żywności o działaniu antyoksydacyjnym i są pod tym 
kątem intensywnie badane [47].

2. Antyoksydanty pochodzące z żywności

Wśród wielu składników żywności najbardziej obfite 
w naturalne przeciwutleniacze są produkty pochodze-
nia roślinnego. Zawarte w nich antyoksydanty pełnią 
swoją funkcję działając w różnoraki sposób. Część 
z nich odpowiada za wychwytywanie i „zmiatanie” wol-
nych rodników oraz neutralizowanie ich w bezpośred-
nich reakcjach chemicznych (wolne rodniki i reaktywne 
formy tlenu są redukowane do bardziej stabilnych i nie-
reaktywnych form). Inne mają zdolność do hamowania 
aktywności enzymów odpowiedzialnych za tworze- 
nie wolnych rodników lub chelatowania tzn. wiązania 
w komórkach jonów metali przejściowych (szczegól-
nie żelaza i miedzi), czyli metali odpowiedzialnych za 
zapoczątkowanie łańcucha reakcji wolno rodnikowych. 
Prowadzą także do ochrony innych antyoksydantów, 
np. zapobiegając utlenianiu witaminy  C lub popra-
wiając działanie endogennych przeciwutleniaczy np. 
glutationu. Do tego typu związków zalicza się między 
innymi: polifenole tworzące dwie główne grupy związ-
ków – kwasy fenolowe (kwas kawowy, elagowy, feru-
lowy) oraz flawonoidy z licznymi podgrupami, karo-
tenoidy, witaminy i tokoferole [54, 70].

Bogatymi w tego typu związki roślinami są: czosnek, 
brokuły, zielona herbata, soja, pomidory, marchew, 
brukselka, kapusta, cebula, czerwone buraki, żurawina, 
kakao, jagody, czerwone winogrona, śliwki i owoce cy- 
trusowe. Rozbudowany rynek żywności funkcjonalnej 

Rys. 1. Czynniki inicjujące powstanie stresu oksydacyjnego oraz jego rola w patogenezie wybranych chorób
O2˙

– – anionorodnik ponadtlenkowy, H2O2 – nadtlenek wodoru, OH˙ – rodnik hydroksylowy, GSSG – utleniony glutation, 
TBARS – produkty peroksydacji lipidów, CAT – katalaza, SOD – dysmutaza ponadtlenkowa, GR – reduktaza glutationowa, 

GSH – zredukowany glutation,  SGT – transferaza glutationowa, GPx – pero ksydaza glutationowa.
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zajął się poszukiwaniem substancji o charakterze anty-
oksydacyjnym w już istniejących produktach. Wyka-
zano, że duży potencjał w tym obszarze wykazują 
produkty mleczne. Ostatnie doniesienia wskazują, że 
szeroko rozpowszechnione probiotyki mogą także oka-
zać się dobrym źródła przeciwutleniaczy [47].

3. Probiotyki

Probiotyki to żywe drobnoustroje, które – podawane 
w odpowiednich ilościach – wywierają korzystne skutki 
zdrowotne. Są to mikroorganizmy, głównie bakterie 
kwasu mlekowego (LAB, Lactic Acid Bacteria), mogące 
zasiedlać różne środowiska, w tym organizm człowieka. 
Probiotyk może mieć w swym składzie pojedyncze 
szczepy bakterii kwasu mlekowego, szczepy drożdży, 
kultury pleśni lub też bakterie kwasu mlekowego łącz-
nie z  wyselekcjonowanymi szczepami drożdżowymi. 
Bakterie probiotyczne dodawane są do różnych środ-
ków spożywczych. Występują przede wszystkim w sfer-
mentowanych produktach mlecznych, ale także w tra-
dycyjnych kiszonkach. Nadają produktom specyficzny 
smak i zapach, a także chronią je przed rozwojem szko-
dliwych mikroorganizmów. Można je również znaleźć 
w preparatach farmaceutycznych, suplementach diety, 
stosowanych chociażby przy antybiotykoterapii [59]. 
Wśród wielu pozytywnych efektów jakie probiotyki 
wywierają na ludzki organizm wymienić można mię-
dzy innymi: łagodzenie objawów nietolerancji laktozy, 
zapobieganie biegunkom i infekcjom układu moczowo-
-płciowego, obniżanie poziomu cholesterolu, wzmoc-
nienie układ odpornościowego [4, 14], zmniejszanie 
ryzyka wystąpienia nowotworów – głównie jelita gru-
bego – oraz łagodzenie objawów alergii [15, 44]. 

Do drobnoustrojów o działaniu probiotycznym na- 
leżą przede wszystkim bakterie z rodzaju Lactobacillus 
i Bifidobacterium. Oprócz nich do tej grupy zalicza się 
także inne bakterie kwasu mlekowego: Lactococcus, Leu-
conostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Car-
nobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus 
i Weissella [37], Bacillus spp. [28], niektóre szczepy Esche- 
richia coli oraz Propionibacterium spp. Najbardziej rozpo-
wszechnionym szczepem drożdżowym o właściwoś ciach 
probiotycznych jest Saccharomyces boulardii [26, 53].

Ostatnie dziesięciolecia zmieniły podejście społe-
czeństwa do zdrowego odżywiania i stosowania w diecie 
tzw. żywności funkcjonalnej, inaczej FOSHU (Foods for 
Specified Health Use). Jest to rodzaj żywności, z której 
usunięto szkodliwe składniki (np. alergeny), bądź wzbo-
gacono ją w substancje aktywne fizjologicznie, tak aby 
otrzymać produkt posiadający odpowiednią wartość 
odżywczą, poprawiającą stan zdrowia człowieka [68]. 
Poszerzenie wiedzy na temat pozytywnych właściwości 
drobnoustrojów probiotycznych sprawiło, że ich obec-

ność w komercyjnych produktach spożywczych jest 
powszechna i została bardzo dobrze przyjęta przez kon-
sumentów. Dlatego przemysł spożywczy całego świata 
dokłada wszelkich starań, by skonstruować produkty 
żywności funkcjonalnej, będące nośnikami mikroorga-
nizmów o działaniu probiotycznym, umożliwiając im 
przetrwanie w warunkach przewodu pokarmowego 
i pełnienie w nim swoich dobroczynnych funkcji. Do 
takich działań mobilizują także doniesienia o ich poten-
cjalnych właściwościach antyoksydacyjnych, porusza-
nych w tym artykule. 

4. Metody analizy właściwości antyoksydacyjnych

W celu oceny potencjału antyoksydacyjnego związ-
ków naturalnych opracowano wiele różnych metod. 
Najważniejszy jest jednak wybór metody względnie 
szybkiej i dającej obiektywne rezultaty, a przede wszyst-
kim adekwatnej do specyfiki analizowanego produktu. 
Każdy z obecnie opisanych testów aktywności anty-
oksydacyjnej cechuje się specyficznym mechanizmem 
działania, mając przy tym swoje wady i zalety, jednakże 
w przypadku braku uniwersalnej metody dla danego 
produktu, która może dać jednoznaczne wyniki, naj-
lepszym sposobem jest użycie wielu metod jednocześ-
nie. Niektóre procedury obejmują stosowanie synte-
tycznych przeciwutleniaczy lub wolnych rodników, 
część opiera się na reakcjach peroksydacji lipidów, 
większość z nich wymaga wcześniejszej obróbki anali-
zowanego materiału i ukazuje wyniki w specyficzny dla 
siebie sposób. Antyoksydacyjne właściwości produktów 
probiotycznych także badano stosując różne metody in 
vitro i  in vivo. Ich opis przedstawiony został poniżej 
oraz zestawiony w Tabeli I.

Metoda z rodnikiem DPPH.
Jedną z najczęściej stosowanych metod do pomiaru 

aktywności antyutleniającej jest metoda wykorzystująca 
rodnik DPPH. (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl). Meta-
nolowy roztwór rodnika wykazuje pasmo absorpcji 
w zakresie widzialnym, z maksimum przy 515–540 nm. 
W wyniku przebiegu reakcji obserwowany jest spadek 
intensywności zabarwienia, proporcjonalny do zawar-
tości antyutleniaczy. Rodnik powinien znajdować się 
w nadmiarze w stosunku do związku antyoksydacyj-
nego, tak by cała ilość antyutleniacza miała szanse prze-
reagować [20]. W wyniku reakcji powstaje zredukowana 
forma rodnika DPPH. (2,2-difenylo-1-pikrylo-hydra-
zyna) o barwie żółtej [23]. Metoda DPPH jest często 
stosowana ze względu na to, że jest stosunkowo prosta 
i  nie wymaga długotrwałego przygotowania próbki. 
Dodatkowo rodnik DPPH. jest dostępny komercyjnie, 
a więc nie trzeba go bezpośrednio wytwarzać z prekur-
sora, jak w przypadku poniżej opisanej metody ABTS. 



PROBIOTYKI I ICH POTECJALNE WŁAŚCIWOŚCI ANTYKSYDACYJNE 21

Metoda może być także stosowana z wykorzystaniem 
analizy przepływowo-wstrzykowej (FIA, flow injection 
analysis), co znacznie ułatwia i przyspiesza pomiar, 
a  ponadto umożliwia w większym stopniu kontrolo-
wanie warunków oznaczeń [43]. Wadą są zaś możliwe 
interferencje od związków absorbujących przy tej samej 
długości fali, np. karetonoidów. 

Metoda z kationorodnikiem ABTS.+
Inną metodą, opartą na przeniesieniu elektronu, 

ale również wykorzystującą detekcję spektrofotome-
tryczną, jest metoda polegająca na monitorowaniu 
stężenia barwnego kationorodnika ABTS.+ – 2,2-azyno-
bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu). Ma on barwę 
niebieskozieloną i wykazuje cztery maksima absorpcji 
przy 417, 645, 728 oraz 815 nm w środowisku wodnym, 
a trzy – 414, 730, 873 nm w środowisku etanolowym. 
Kationorodnik przed pomiarem należy wygenerować. 
W tym celu można zastosować reakcje enzymatyczne 
(np. z mioglobiną lub peroksydazą chrzanową) lub 
chemiczne utlenienie (za pomocą MnO2, K2S2O8). Che-
miczne metody generowania ABTS.+ są jednak bardziej 
wymagające pod względem warunków reakcji (m.in. 
bardzo długi czas reakcji). Antyutleniacze redukują 
ABTS.+ w zależności od aktywności, stężenia przeciw-
utleniacza i czasu trwania reakcji [18]. 

Metoda FRAP
(Ferric Ion Reducing Antioxidant Parameter)

Metoda oznaczania zdolności do redukcji jonów 
żelaza (III) opiera się na reakcji redukcji kompleksu Fe3+ 
z (2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyną (TPTZ), zaś jej 

produktem jest intensywnie niebieski kompleks z Fe2+ 
(�max � 593 nm). Mierzone są więc zdolności dono-�max � 593 nm). Mierzone są więc zdolności dono- � 593 nm). Mierzone są więc zdolności dono-
rowe antyutleniacza [10]. Trwałość kompleksu zależy 
od pH, a optymalne warunki występują przy pH 3,6, 
które osiągane jest przez dodatek buforu octanowego. 
Metoda FRAP jest szybka, ma jednak szereg wad, 
ponieważ wykorzystywany kompleks jest redukowany 
przez wszystkie związki, również te które nie należą do 
antyutleniaczy, których potencjał redoks jest niższy od 
0,70 V. Powstałe jony Fe2+ mogą w obecności H2O2 brać 
udział w reakcjach produkujących rodniki, co również 
wpływa myląco na uzyskane wyniki. Ponadto wartość 
pH reakcji nie jest zbliżona do pH fizjologicznego. Nie-
które związki w ogóle nie wykazują redukujących zdol-
ności w stosunku do Fe3+-TPTZ. Należą do nich tiole, 
w tym bardzo ważny, wspomniany we wcześniejszym 
fragmencie artykułu, glutation oraz białka [51]. Fakt ten 
powoduje zaniżanie wyników, szczególnie dla próbek 
biologicznych. Z tego powodu poszukiwane są nowe 
układy oparte na redukcji jonów Fe3+ [6]. Za pomocą tej 
metody Carlsen i wsp. [13] analizowali aktywność anty-
oksydacyjną różnych produktów spożywczych. Kilka 
przykładów produktów przytoczonych w niniejszej 
pracy przeglądowej wraz z uzyskanymi przez badaczy 
wynikami przytoczono w Tabeli II.

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
W metodzie tej rodniki peroksylowe (generowane 

ze związków azowych) lub rodniki hydroksylowe (gene-
rowane z reakcji jonów Cu+ z H2O2) reagują z  sondą 
fluorescencyjną. Sondą jest związek wykazujący silną 
fluorescencję, np. fluoresceina, dichlorofluoresceina 

DPPH w obecności związku o charakterze atyoksydacyjnym żółte zabarwienie substacji [11, 17]
 następuje redukcja stabilnego rodnika oceniane wzrokowo lub
 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) o fioletowym analizowane spektroftometrycznie
 zabarwieniu do żółtej 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyny
ABTS antyutleniacze prowadzą do redukcji kationorodnika ABTS.+ odbarwienie roztworu oceniane [27, 57]
 – 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian) wzrokowo lub analizowane
 powodując odbarwienie niebieskozielonego roztworu spektrofotometrycznie
FRAP monitorowanie zdolności donorowych antyutleniacza, analiza spektrofotometryczna [5, 8, 9]
 za pomocą pomiaru redukcji kompleksu żelaza(III)
 z 2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyną ([Fe3+ – (TPTZ)2]

3+)
 do intensywnie niebieskiego kompleksu [Fe2+ – (TPTZ)2]

2+

ORAC antyutleniacze hamują prowadzoną przez wolne rodniki analiza fluorymetryczna [24, 46, 68]
 reakcję utleniania sondy fluorescencyjnej, która w trakcie
 tej reakcji wykazuje spadek fluorescencji
analiza zdolności w obecności żelaza następuje zmiana absorbancji związana analiza spektrofotometryczna [29]
neutralizacji z dezaktywacją rodnika hydroksylowego przeprowadzaną
rodnika przez antyoksydanty – kwasy hydroksybenzoesowe,
hydroksylowego należące do grupy polifenoli

Metoda Zasada działania metody Obserwacje Piśmiennictwo

Tabela I
Wybrane metody analizy właściwości antyoksydacyjnych różnych próbek biologicznych

Za zgodą Mishra V i wsp., J. Agric. Food Chem. 63, 3615-3526 (2015) Copyright (2015) American Chemical Society [47]
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lub pirogalol [3]. W wyniku reakcji utlenienia fluores-
cencja sondy zanika. Po dodaniu substancji o właści-
wościach antyutleniających do środowiska reakcji, 
zostaje zahamowany rozkład znacznika fluorescencyj-
nego i następuje neutralizacja wolnych rodników przez 
cząsteczki antyutleniacza. Obserwujemy więc wydłu-
żenie czasu indukcji i spadek stałej szybkości reakcji 
rozkładu sondy. Zdolności antyutleniające wyrażane 
są poprzez porównanie przebiegu reakcji w obecności 
próbki z reakcją zachodzącą w obecności wzorcowego 
antyoksydantu. Jako substancji wzorcowej służącej 
wyrażeniu zdolności antyutleniającej w jednostkach 
stężenia najczęściej stosuje się rozpuszczalny w wodzie 
analog witaminy E – troloks lub kwas galusowy. Metodą 
tą mierzyć można zdolności antyutleniające zarówno 
hydrofilowych, jak i lipofilowych antyoksydantów. Ze 
względu na stosowany detektor fluorescencyjny, metoda 
charakteryzuje się wysoką czułością i precyzją [41].

Analiza zdolności neutralizacji
rodnika hydroksylowego

Rodnik hydroksylowy (OH.) to obojętna forma 
jonów wodorotlenkowych (OH–). Jest on jednym z naj-
bardziej reaktywnych rodników, uczestniczący w proce-
sie peroksydacji lipidów i odpowiadający za powstawa-
nie uszkodzeń w obrębie DNA [29]. Jony żelaza biorą 
czynny udział w tworzeniu rodnika hydroksylowego 
w reakcji Fentona. W tej metodzie, w obecności żelaza, 
obserwuje się zmiany absorbancji związane z dezakty-
wacją rodnika hydroksylowego przeprowadzaną przez 
antyoksydanty – kwasy hydroksybenzoesowe, należące 
do grupy polifenoli [47, 48]. 

Inne metody
Wśród innych, dodatkowych metod umożliwiają-

cych badanie właściwości antyoksydacyjnych szczepów 

probiotycznych wymienić można analizy genetyczne, 
polegające na badaniu poziomu ekspresji genów kodu- 
jących enzymy uczestniczące w zmiataniu wolnych rod-
ników, takie jak SOD czy CAT. Bada się także aktyw-
ność tych enzymów, zdolność drobnoustrojów do prze-
życia w różnych stężeniach ROS, czy też zdolność do 
chelatowania metali przejściowych [16, 22, 39, 66].

5. Potencjał antyoksydacyjnych probiotków

Pełna charakterystyka drobnoustrojów probiotycz-
nych przeprowadzana jest na początku za pomocą 
metod in vitro, a następnie potwierdzana w doświad-
czeniach in vivo, na odpowiednich modelach zwierzę-
cych. Taki schemat dotyczy też analizy właściwości 
antyoksydacyjnych probiotyków. W pierwszych etapach 
drobnoustroje analizowano za pomocą różnorodnych, 
opisanych wcześniej metod, a następnie podawano je 
zwierzętom w odpowiednim dla danego zwierzęcia 
nośniku, czyli rodzaju żywności. W badaniach in vitro 
analizowano aktywność przeciwutleniającą różnych 
gatunków drobnoustrojów probiotycznych (choć były 
to głównie bakterie należące do Lactobacillus sp. oraz 
Bifidobacterium sp.) oraz szeroką gamę produktów spo-
żywczych zawierających organizmy probiotyczne. 

Przeprowadzono liczne analizy potencjału antyoksy-
dacyjnego drobnoustrojów należących do rodzaju Bifi-
dobacterium. Wśród nich przebadano między innymi 
Bifidobacterium longum ATCC 15708 – jelitowy szczep 
o  udowodnionych właściwościach probiotycznych. 
Analizowano zarówno potencjał całych, nienaruszo-
nych komórek bakteryjnych (hodowanych w pożywce 
MRS), jak i tzw. ekstrakty komórkowe – ICFE (intracel-
lular free extracts). W obu przypadkach zaobserwowano 
odpowiednio 32 i 48% inhibicję procesu peroksydacji 
kwasu linolowego oraz 52 i 42% aktywność zmiatania 
rodnika DPPH. Dla tych szczepów analizowano także 
cytotoksyczność N-tlenku 4-nitrochinoliny (4NQO) na 
komórki jelitowe linii 407. Zaobserwowano 89% zaha-
mowanie toksyczności w hodowli komórek linii  407 
w połączeniu z żywymi bakteriami, ale nie zanotowano 
zmian w przypadku ICFE. Co więcej, hodowla zawie-
rająca 109 komórek B. longum ATCC 15708 powodo-
wała inhibicję procesu peroksydacji lipidów o 16 i 34% 
odpowiednio dla całych komórek oraz ICFE [38]. Shen 
i  wsp. [61] porównali aktywność antyoksydacyjną 
supernatantów powstałych po zwirowaniu hodowli, 
komórek nienaruszonych szczepu Bifidobacterium ani-
malis 01 oraz ich ICFE. Zaobserwowali zahamowanie 
procesu peroksydacji kwasu linolowego o odpowied-
nio: 30, 41 i  71%. Badacze analizowali także aktyw-
ność zmiatania rodnika DPPH, uzyskując najwyższą 
aktywność dla supernatantu, a najniższą dla komórek 
w pożywce MRS. Supernatant tego szczepu wykazywał 

Tabela II
Zawartość związków antyoksydacyjnych oznaczonych metodą 

FRAP w wybranych produktach mlecznych i sokach owocowych, 
na podstawie Carlsen i wsp. [13]

 1 maślanka, 1,5 % 0,04
 2 mleko krowie, 2% 0,04
 3 mleko kozie 0,04
 4 kwaśna śmietana 0,15
 5 jogurt naturalny 0,06
 6 jogurt z jagodami 0,25
 7 ser Gorgonzola 0,54
 8 sok jabłkowy 0,27
 9 sok pomarańczowy 0,64
10 sok żurawinowy 0,92

Zawartość związków
antyoksydacyjnych

[mmol/100 g produktu]
Lp. Produkt
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także 78% aktywność zmiatania rodnika hydroksylo-
wego oraz 86% dla anionorodnika ponadtlenkowego, 
a  wyniki te były wyższe niż w przypadku komórek 
w pożywce  MRS lub ICFE.

Jak wiadomo, żelazo może indukować tworzenie 
nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego. W bada-
niu przeprowadzonym przez Sun i  wsp. [62] anali-
zowano przeżywalność różnych bakterii mlekowych 
z rodzaju Lactobacillus w jelitach myszy, w  których 
zwiększono stężenie żelaza. Wykazano, że niektóre 
szczepy z rodzaju Lactobacillus są bardziej odporne na 
przetrwanie w środowisku o  zwiększonej zawartości 
żelaza, a co za tym idzie na działanie wolnych rodników 
tlenowych. Pozwala im to jednocześnie na wywieranie 
niezmiennego, pozytywnego wpływu na ekosystem jelita 
oraz potencjał redoks w nim panujący. Zaobserwowano, 
że szczep L. rhamnosus GG (LGG) był w stanie przeżyć 
dłużej w środowisku o wysokim stężeniu nadtlenku 
wodoru i rodnika hydroksylowego, niż szczepy L. para-
casei Fn032, czy też L. plantarum Fn001. Co więcej, 
w  obecności szczepu LGG obserwowano obniżenie 
stężenia wolnych rodników oraz aldehydu malono-
wego (MDA) – produktu procesu peroksydacji lipidów. 
Szczep L. plantarum Fn001 nie wykazywał działania 
antyoksydacyjnego ani w badaniu in vivo, ani in vitro, 
w których symulowano warunki panujące w przewodzie 
pokarmowym. Obserwowano także, że szczepy o właś-
ciwościach antyoksydacyjnych zwiększają swoje zdol-
ności zmiatania wolnych rodników w obecności sztucz-
nego soku żołądkowego i trzustkowego. Inni badacze 
analizowali 39 szczepów Lactobacillus pod kątem ich 
zdolności do przetrwania w warunkach zwiększonego 
stężenia ROS. Zaobserwowali, że różne szczepy tego 
samego gatunku, wyizolowane z  jednego środowiska, 
wykazują odmienną tolerancję na nadtlenek wodoru czy 
rodnik hydroksylowy. Mogą charakteryzować się różną 
ekspresją genów kodujących dysmutazę ponadtlenkową 
i katalazę oraz prowadzić inhibicję peroksydacji kwasu 
linolowego w różnym stopniu. Na podstawie wyników 
tego badania, wysunięto wniosek, o zróżnicowanej 
skuteczności antyoksydacyjnej probiotycznych bak-
terii z  rodzaju Lactobacillus [1]. Ciekawym, szybkim 
i  nowatorskim podejściem do analizy właściwości 
antyoksydacyjnych probiotyków jest wykorzystanie 
nicienia Caenorhabditis elegans jako gospodarza – orga-
nizmu modelowego. W tym badaniu Grompone i wsp. 
[26] przeanalizowali aż kilkadziesiąt różnych bakterii 
kwasu mlekowego. Wśród nich znalazły się 62 szczepy 
Lactobacillus (L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, 
L. paracasei, L. plantarum oraz L. rhamnosus), 9 szcze-
pów Streptococcus thermophilus oraz 6 Bifidobacterium 
(B. animalis, B. breve, B. longum). Nicień był karmiony 
szczepami probiotyczymi, po czym poddawano go eks-
pozycji H2O2, porównując uzyskane wyniki do efektu 
protekcyjnego wywieranego przez szczep Escherichia 

coli OP50. Wykazano najwyższą aktywność antyoksy-
dacyjną u szczepu L. rhamnosus CNCM I-3690.

W związku z tym, że miedź i żelazo to metale pro-
oksydacyjne, badano zdolności drobnoustrojów probio-
tycznych do chelatowania tych pierwiastków. Wykazano 
wysoką zdolność wiązania Cu2+ przez Lactobacillus 
acidophilus, Streptococcus thermophilus oraz 6 różnych 
szczepów Lactobacillus bulgaricus. W przypadku dwóch 
szczepów B. longum – B6 oraz 15708 zaobserwowano 
zdolność wiązania zarówno Cu2+, jak i Fe2+. Wszystkie 
badane szczepy nie powodowały inhibicji działania 
dysmutazy ponadtlenkowej w medium hodowlanym, 
nawet po dodaniu do niego jonów Cu2+, Fe2+, Zn2+, czy 
też Mn2+. Przebadane w tym eksperymencie szczepy 
probiotyczne prowadziły również do inhibicji utlenia-
nia askorbinianu o około 7–12%. Porównywano także 
zdolności zmiatania rodnika hydroksylowego przez 
szczepy probiotyczne uzyskując najwyższą zdolność 
w  tym zakresie dla L. acidophilus E, a najniższą dla 
S. thermophilus 3641 [39]. 

Przebadano także zawartość GSH w szczepach pro - 
biotycznch i wykazano jego najwyższe stężenie u szczepu 
L. casei HY 2782, po 24  godzinach hodowli, a  po 72 
wartość malała. Różnice w ilości GSH obserwowano 
także hodując te same szczepy w różnych pożywkach 
i  tak, zaobserwowano, że probiotyki w typowej dla 
bakterii LAB pożywce MRS produkują najwięcej tego 
antyutleniacza, w porównaniu z hodowlą w  podłożu 
Bif-TPY (Bifidobacterium Tryptone Phytone Yeast 
Extract) lub bulionie BCP (Bromcresol Purple Dextrose 
Broth). Badacze wykazali także pozytywną korelację 
pomiędzy stężeniem GSH, a aktywnością antyoksyda-
cyjną badanych komórek [69]. 

Kim i wsp. [34] analizowali efekt ochronny probio-
tycznego szczepu Lactobacillus gasseri NRI 312 wobec 
oksydacyjnego uszkodzenia lipidów wchodzących 
w  skład błon komórkowych oraz uszkodzenia DNA, 
na liniach ludzkich komórek limfocytów  T (Jurkat). 
Wykazali, że po dodaniu bakterii probiotycznych do 
hodowli komórek obserwuje się zmniejszenie negatyw-
nych skutków wywoływanych przez stres oksydacyjny 
na błony komórkowe oraz około 50% zahamowanie 
uszkodzeń w obrębie DNA.

5.1. Produkty spożywcze zawierające probiotyki

Celem potwierdzenia właściwości antyoksydacyj-
nych probiotyków, uzyskanych w badaniach in vitro, 
wykonuje się wiele analiz produktów spożywczych za- 
wierających drobnoustroje probiotyczne.

Przeprowadzno fermentację 3 rodzajów mleka: 
krowiego, koziego i wielbłądziego uzupełniając próbki 
o szczep probiotyczny Pediococcus pentosus i analizo-
wano właściwości antyoksydacyjne oraz profil kwasów 
tłuszczowych. Wyniki wykazały, że najwyższy poziom 
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zmiatania rodnika DPPH. obserwuje się w sfermento-
wanym mleku kozim (98% ), a następnie w produkcie 
z mleka wielbłądziego (86%) i mleka krowiego (79%) 
[7]. Przeanalizowano także aktywność antyoksyda-
cyjną dwóch dostępnych na rynku synbiotyków. Jeden 
z nich skonstruowany był na bazie serwatki i miodu, 
a drugi zawierał inulinę, sok pomarańczowy i probio-
tyczny szczep L. helveticus MTCC 5463. Oba produkty 
charakteryzowały się zdolnością zmiatania rodnika 
hydroksylowego, przy czym aktywność ta malała pod-
czas przechowywania produktów w niskich tempera-
turach (około 4°C) [60]. W innym synbiotyku, w skład 
którego wchodziły fruktooligosacharydy oraz bakterie 
L. plantarum lub L. fermentum zaobserwowano odpo-
wiednio 85 i 82% zdolność zmiatania rodnika DPPH., 
a aktywność ta wzrastała wraz z czasem inkubacji bak-
terii probiotycznych z fruktooligosacharydami, uzysku-
jąc tym samym efekt działania właściwy dla synbiotyku 
[42]. Inni badacze analizowali zdolności namnażania 
szczepów probiotycznych należących do Lactobacillus 
i Bidifobacterium w połączeniu z prebiotykami takimi 
jak: miód, pyłek kwiatowy, inulina, laktuloza oraz rafi-laktuloza oraz rafi-
noza. Wykazano największy przyrost biomasy bakterii 
oraz najwyższą aktywność zmiatania rodnika DPPH. 
(45%) po 7 dniach inkubacji w próbie, w której połą-
czono probiotyki z pyłkiem pszczelim i inuliną [64]. 

6. Doświadczenia in vivo – modele zwierzęce

Po badaniach in vitro, modele zwierzęce są kolejnym 
etapem wykorzystywanym do analizy konkretnych cech 
drobnoustrojów probiotycznych, już w odniesieniu do 
działania na cały organizm. Dopiero pozytywne wyniki 
uzyskane w badaniach na zwierzętach można przenosić 
na działanie danego czynnika u ludzi. 

Wang i wsp. [16] badali oddziaływanie probio-
tycznego szczepu L. fermentum na świnie. Wykazali, że 
suplementacja tym drobnoustrojem wspomaga zdrowy 
wzrost świń poprzez jego wpływ na podniesienie aktyw-
ności SOD oraz GPx oraz obniżanie stężenia MDA 
w surowicy krwi badanych zwierząt. Co więcej zaobser-
wowano zwiększenie aktywności CAT i spadek stężenia 
MDA w wątrobie tych zwierząt [66]. W innym badaniu, 
tym razem przeprowadzonym na szczurach, badano 
wpływ dwóch szczepów probiotycznych – L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus B3 oraz A13. Zaobserwowano wzrost 
poziomu GSH w jelitach szczurów suplementowanych 
wyżej wymienionymi szczepami. Jednocześnie zaobser-
wowano zwiększony poziom TBARS – cząsteczek, które 
podobnie jak ROS powstają w procesie peroksydacji 
lipidów, ale mają dłuższy okres półtrwania, przez co 
są łatwiejsze do wykrycia. Tego typu niejednoznaczne 
wyniki uzyskane w badaniach na zwierzętach wymagają 
potwierdzenia dalszymi analizami [16]. Jak pokazały 

inne badania na szczurach oprócz potencjału anty- 
oksydacyjnego L. casei ssp. casei, probiotyk ten wyka-
zuje także zdolność obniżania poziomu cholesterolu we 
krwi. W grupie zwierząt suplementowanych mlekiem 
fermentowanym, zaobserwowano obniżenie poziomu 
cholesterolu o 2–11% i o 15–25% w grupie, w której 
mleko było dodatkowo wzbogacone o liofilizowany 
szczep L. casei. Obserwowano także spadek TBARS 
u  tych zwierząt. Wyniki porównywane były z  grupą 
kontrolną otrzymującą jedynie zwykłe, odtłuszczone 
mleko [32]. W innym badaniu analizowano izolo-
wany z jelita szczura probiotyczny szczep E. coli CFR, 
u  którego zaindukowano silny stres oksydacyjny za 
pomocą DMH (1,2-dimetylohydrazyny), która jest 
silnym kancerogenem alkilującym DNA. Związek ten 
jest często używany w badaniach naukowych, między 
innymi do indukowania nowotworów okrężnicy u zwie-
rząt laboratoryjnych. Stwierdzono, że u zwierząt trak-
towanych DMH istotnie spadła aktywność enzymów 
antyoksydacyjnych (SOD, CAT oraz GPx), a także nasilił 
się proces peroksydacji lipidów w wątrobie i jelitach tych 
zwierząt. Co najistotniejsze, po doustnej suplementacji 
szczepem probiotycznym zanotowano zniesienie dzia-
łania DMH, aktywność enzymów antyoksydacyjnych 
wzrosła, a proces peroksydacji lipidów w obu analizo-
wanych tkankach utrzymywał się na poziomie bliskim 
kontroli. Dodatkowo badanie histologiczne wykazało 
istotny udział ochronny E. coli CFR na śluzówkę jelita 
[53]. W  innych badaniach zaobserwowano także, że 
suplementacja szczepem LGG pomaga zmniejszyć nega-
tywne działanie alkoholu na wątrobę [19]. 

7. Badania kliniczne

Celem potwierdzenia prozdrowotnych właściwości 
bakterii probiotyczych uzyskanych w badaniach in vitro 
i na modelach zwierzęcych przeprowadzono badania 
kliniczne z udziałem ludzi (randomizowane z podwój-
nie ślepą próbą, kontrolą – placebo oraz badaniem 
naprzemiennym). Analizowano właściwości szczepu 
L. fermentum ME-3. W badaniach udział wzięły 
zarówno osoby zdrowe, jak i pacjenci z alergiami, czy 
też po przebytym udarze. W jednym z badań pacjenci 
otrzymywali kapsułki probiotyku lub synbiotyku ze 
szczepem ME-3, sfermentowane kozie mleko lub prepa-
raty spożywcze typu ser lub kefir. Konsumpcja szczepu 
ME-3 miała pozytywny wpływ na skład mikroflory jeli-
towej. Zaobserwowano zwiększą liczebność bakterii 
należących do Lactobacillus w próbkach kału badanych 
ochotników, co zapewniało im zwiększoną odporność 
na działanie drobnoustrojów chorobotwórczych. Pro-Pro-
biotyk wykazywał pozytywne działanie w odniesie- 
niu do poziomu cytokin we krwi, głównych marke-
rów gospodarki węglowodanowej i lipidowej (glukozy, 
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trójglicerydów, cholesterolu HDL i LDL), metabolitów 
takich jak homocysteina, bilirubina czy kreatynina oraz 
poziomu wapnia i żelaza we krwi [45]. W innym bada-
niu pacjentom z atopowym zapaleniem skóry (AZS) 
podawano przez 3 miesiące fermentowane mleko kozie 
z L. fermentum ME-3. Po spożyciu probiotyku zaobser-
wowano obniżoną zawartość prooksydacyjnego żelaza 
w formie utlenionej w porównaniu z wartościami przed 
suplementacją. Stwierdzono także osłabienie procesu 
peroksydacji lipidów. Suplementacja doprowadziła 
do wzrostu poziomu GSH w skórze oraz w surowicy 
krwi tych pacjentów [33]. W innym badaniu pilotażo-
wym analizie poddano 21 chorych po udarze mózgu. 
Pacjentów losowo podzielono na dwie grupy. W pierw-
szej, pacjenci oprócz standardowej opieki rehabilita-
cyjnej otrzymywali przez 3 tygodnie kapsułki z liofili-
zo wanym szczepem ME-3 (3 razy dziennie kapsułka 
z 109 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 pacjentów oraz liczne parametry biochemicz- 
ne. Jedynie w grupie otrzymującej suplementację pro-
biotykiem wykryto podwyższenie poziomu GSH oraz 
istotny spadek wartości markerów stanu zapalnego [33]. 
Zwiększoną aktywność antyoksydacyjną w organizmie 
uzyskano także w badaniu klinicznym, w  którym 53 
zdrowym osobom, przez 3 tygodnie podawano synbio-
tyk zawierający L. fermentum ME-3, L. paracasei 8700:2, 
Bifidobacterium longum 46 oraz inulinę [58]. 

8. Mechanizm działania probiotyków
 jako antyoksydantów

Suplementy diety o działaniu antyoksydacyjnym 
oraz żywność zawierająca w swoim składzie przeciw-
utleniacze bez wątpienia pozwala zmniejszyć negatywne 
skutki stresu oksydacyjnego powstającego w ludzkim 
organizmie. Drobnoustroje probiotyczne, głównie LAB, 
stają się obiecującymi komponentami, które wykazują 
działanie antyoksydacyjne w tego typu produktach [34, 
40]. Wiele badań dowiodło, że probiotyki zwiększają 
aktywność enzymów o charakterze antyoksydacyjnym 
takich jak SOD, GPx, SGT, CAT, GR, podnoszą poziom 
wspomnianego wcześniej glutationu, czy też chronią 
komórkę przed uszkodzeniami jakie mogą wywołać 
czynniki o charakterze rakotwórczym [35]. Antyoksy-
dacyjne działanie probiotyków tłumaczone jest także 
tym, że drobnoustroje te uczestniczą w  odbudowie 
prawidłowej mikroflory jelitowej, której homeostaza 
mogła zostać zachwiana na skutek różnych czynników 
chorobotwórczych [36, 49]. Bakterie kwasu mle-36, 49]. Bakterie kwasu mle-
kowego posiadają systemy umożliwiające wiązanie 
ROS powstających w trakcie trawienia spożywanych 

pokarmów [31]. Co więcej, mogą one przeprowadzać 
hydrolizę białek pochodzących z produktów spożyw-
czych, prowadząc do wytworzenia bioaktywnych pep-
tydów o właściwościach antyoksydacyjnych, chronią-
cych przed peroksydacją lipidów błonowych, a  tym 
samym działających ochronnie na struktury komór-
kowe [2]. Wykazano ponadto, że Lactobacillus spp. 
wykazuje swoje działanie probiotyczne właśnie dzięki 
zdolności do przetrwania w obecności ROS, co nie 
jest obserwowane w przypadku innych bakterii jeli- 
towych, np. kilku gatunków Streptococcus, wysoce 
wrażliwych na obecność H2O2 [22]. Antyoksydacyjne 
działanie L. rhamnosus GG może opierać się z kolei 
na hamowaniu wydzielania ROS oraz zwiększaniu 
żywotności neutrofili, odpowiedzialnych za reakcję 
przeciwbakteryjną [65].

Podsumowanie

Wzrastająca świadomość związana z czynnikami 
patogenezy wielu chorób, z którymi boryka się ludzkość 
XXI  wieku skłania do poszukiwania mechanizmów 
umożliwiających przeciwdziałanie tym schorzeniom. 
Badania ostatnich lat dowiodły, że stres oksydacyjny, 
wywołany reaktywnymi formami tlenu oraz wolnymi 
rodnikami, może leżeć u podstaw występowania wielu 
chorób cywilizacyjnych. Na podstawie tej obserwacji 
rozpoczęto poszukiwania czynników przeciwdziała- 
jących stresowi oksydacyjnemu, czyli różnego rodzaju 
przeciwutleniaczy/antyoksydantów. Ich obecność wy- 
kazano zarówno w wielu produktach pochodzenia 
roślinnego i zwierzęcego, a niedawno zauważono także 
ogromny potencjał antyoksydacyjny drobnoustrojów 
probiotycznych. Wzrost zainteresowania żywnością 
funkcjonalną, a w szczególności probiotykami idzie 
w parze ze zwiększonymi nakładami pieniężnymi na 
badania naukowe skupiające uwagę na tego typu drob-
noustrojach i ich funkcjach w przewodzie pokarmo-
wym. Wiele badań koncentruje się na bakteriach obec-
nych w produktach spożywczych oraz tych, które są 
częścią naturalnego mikrobiomu przewodu pokarmo-
wego. Analizie poddaje się czynniki odpowiedzialne za 
kolonizację tych bakterii, ich interakcje z organizmem 
gospodarza, a od niedawna także ich potencjał anty-
oksydacyjny. Wykazano, iż dzięki wielorakim mecha-
nizmom, drobnoustroje te wykazują istotne i niepod-
ważalne działanie przeciwrodnikowe. Mają zdolność 
do przetrwania wyższych niż inne mikroorganizmy 
stężeń reaktywnych form tlenu, przeciwdziałają ich 
nagromadzeniu poprzez hamowanie kaskad reakcji 
łańcuchowych, prowadzą do produkcji bioaktywnych 
związków przeciwdziałających skutkom stresu oksyda-
cyjnego w komórkach lub regulują aktywność enzymów 
anty- i prooksydacyjnych. Z punktu widzenia nie tylko 
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tych bakterii, ale wszystkich bytujących w przewodzie 
pokarmowym wciąż istotne jest projektowanie nowych 
lub ulepszanie już istniejących narzędzi molekularnych 
umożliwiających ich dogłębną analizę.
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