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Celem pracy byto zbadanie wptywu dodatku jonow manganu(Il) na przebieg
fermentacji mlekowej z uzyciem naturalnych bakterii wyhodowanych z maki
zytniej. Bakterie zostaty zidentyfikowane jako Lactobacillus buchneri. Fermen-
tacje prowadzono przez 2 tygodnie w temp. 30°C, monitorujqc objetosci wytwa-
rzanych gazow, kwasowos¢ catkowitq, pH oraz aktywnos¢ antyoksydacyjnq.
Dodatek manganu spowodowat wzrost wytwarzania gazow i pH, natomiast
obnizyt znacznie kwasowosé catkowitq, a na aktywnosé antyoksydacyjng wplty-
wat umiarkowanie dodatnio. Wyniki te wskazujq na modyfikacje metabolizmu
i dynamiki przez bakterie w obecnosci manganu.
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Rola prawidtowej mikroflory jelit w utrzymaniu zdrowia cztowieka zostata osta-
tecznie udokumentowana w badaniach poznania ludzkiego mikrobiomu (1). Sktad
mikrobiomu przewodu pokarmowego ulega modyfikacji w przebiegu wielu scho-
rzen, szczegolnie w chorobach o nieustalonej etiologii (np. nieswoiste zapalenia jelit,
zaburzenia autystyczne) (2). Podlega on tez zmianom zaleznym od rodzaju diety
i pochodzenia zywnosci. Glownym siedliskiem mikroflory przewodu pokarmowego
u cztowieka jest jelito krete 1 okreznica (3,4).

Bakterie rodzaju Lactobacillus (L.) nie zawieraja katalazy umozliwiajacej neutra-
lizacje H,0O,, dlatego sa w znacznym stopniu odporne na ten utleniacz. Niektore typy
L. magazynuja duze ilosci manganu, ktory odgrywa role pseudokatalazy. Bakterie
rodzaju L. sa zdolne do wychwytu rowniez innych metali cigzkich, dlatego podej-
mowane sa badania w celu ich wykorzystania do detoksykacji wody oraz zywnosci
z metali toksycznych, w tym takze w warunkach in vivo (5).

Mangan odgrywa istotna rol¢ w funkcjonowaniu organizmu czlowieka jako sktad-
nik enzymow bioracych udziat, miedzy innymi, w syntezie proteoglikanow (tkanka
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laczna, chrzastka) i w ochronie antyoksydacyjnej w postaci mitochondrialnej dys-
mutazy ponadtlenkowej (MnSOD). Mangan jest powszechnie obecny w Zywnosci,
dlatego nie jest obserwowany populacyjny niedobor tego mikropierwiastka (6). Pro-
wadzone sa jednak badania, obejmujace tak zapotrzebowanie, jak i niedobory u ludzi
w réznych schorzeniach. Granice bezpieczenstwa jego spozycia, a w szczegolnosci
nadmiar manganu, jest przedmiotem uwagi ze wzgledu na jego neurotoksycznos¢,
zwlaszcza w zwiazku z ryzykiem nadmiernego obciazenia tym pierwiastkiem nowo-
rodkow i dzieci (7). Stezenie Mn jest ustawowo ograniczane w wodzie dostarczanej
ludnosci i wodach handlowych przeznaczonych do spozycia (50 mikrograméw/L)
(8). Wzrost zainteresowania suplementami diety nasuwa pytania dotyczace suple-
mentacji mikropierwiastkami, w tym manganem, stosowanym jako dodatek do in-
nych suplementéw diety (np. glukozamina + mangan).

Jako kontynuacje¢ badan nad wptywem mikropierwiastkow na proces fermentacji
mlekowej produktow roslinnych przedstawiamy obecnie pracg, ktorej celem byta
wstepna ocena wptywu dodatku manganu w roznych st¢zeniach na przebieg fer-
mentacji mlekowej maki zytniej prowadzonej z uzyciem naturalnej kultury bakterii
rodzaju Lactobacillus (9—11).

MATERIAL I METODY

Materiat: Do badan zastosowano make Zytnia z petlnego przemiatu z regionu
podkarpackiego (2011 r.) i bakterie wyhodowane z tej maki. Probke zawierajaca
wyhodowane bakterie poddano propagacji na drodze cyklicznej fermentacji in-
okulowanej maki do uzyskania stanu stacjonarnego.

Odczynniki: Glicynian manganu(Il) otrzymano w wyniku reakcji stechiome-
trycznych ilo$ci siarczanu manganu(Il) i zoboj¢tnionej NaOH glicyny (11).

Monitorowanie fermentacji: Reaktory biologiczne do hodowli beztlenowej uzyto
do fermentacji i ciagtego pomiaru objgtosci wytwarzanych gazéw oraz pobierania
probek (10). Objetos¢é wytworzonych gazéw mierzono w cylindrach miarowych,
pojemnos¢ kwasowa oznaczono metoda miareczkowania alkacymetrycznego
0,1 M NaOH wobec bigkitu bromotymolowego, pomiaru pH dokonano za pomoca
pehametru laboratoryjnego (CyberScan pH 510, Eutech Instruments), aktywnos$¢
antyoksydacyjna oznaczono spektrofometrycznie w mikroptytkach (Synergy 2/
Biotek, USA) w temp. 25°C metoda ABTS po 30-minutowej inkubacji w wodnym
buforze pH 7,4 i DPPH po 60 min. inkubacji w metanolowym roztworze buforu
octanowego. Wyniki z obu metod analitycznych wyznaczono metoda ekstrapolacji
do stezenia zero i wyrazono w postaci rownowaznikow troloksu (12).

Fermentacja: Mieszaniny 30 g drobnej frakcji maki zytniej, 40 ml zakwasu
starterowego 1 0,2 L wody, umieszczono w cieplarce (30°C) na 24 h. Do reakto-
réw dodano kolejno wzrastajace ilosci glicynianu manganu(II) odpowiadajace 0,
10, 20 oraz 40 mg manganu na 100 g maki oraz uzupetniono glicynianem sodu do
uzyskania jednakowego stgzenia glicyny i uzupelniono woda do objgtosci 0,3 L,
podtaczono do przewodow i wypetniono argonem. Proces fermentacji prowadzono
w temperaturze 30°C przez dwa tygodnie. Probki pobrane w trakcie fermentacji
(10 mL) odwirowano i zamrozono do czasu analizy.
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Identyfikacja bakterii: Badania wykonano za pomoca testu API (ang. Analitycal
Profile Index) okreslajacego profil metabolizmu cukrow (13).

Opracowanie wynikow: W celu standaryzacji uzyskane wyniki wyrazono
w przeliczeniu na 100 g maki uzytej do fermentacji.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Warto$ci parametrow monitoringu préoby kontrolnej (bez dodatku manganu)
w czasie dwutygodniowej fermentacji zawiera tabela I. Wzmozona produkcje ga-
zOw obserwowano w ciggu poczatkowych dwu dni fermentacji. W prébie kontrolnej
produkcja gazéw po 2 tygodniach podwoita si¢ i wyniosta 200 mL/100g maki.

Tabela |. Wartosci parametrow kontrolnej fermentaciji maki zytniej w trakcie 2-tygodniowego monitorowania
procesu

Table |. Parameter values of control fermentation of rye meal during two-week’s process monitoring

Rl (EEvay H e (23???0’) (256?:30’)
UEMEREE] | O P ol 00g | uMTr/100g | uM Trx/100g
0 0 3,48 45 38 89
1 83 3,41 94 44 111
2 107 3,49 68 29 102
3 140 3,50 65 32 114
5 140 3,56 78 36 121
7 173 3,59 88 50 129
13 200 3,63 105 49 179

* dane w przeliczeniu na 100 g maki; Trx — rownowaznik troloksu

Wskaznik pH dla proby kontrolnej praktycznie ustalil si¢ juz w poczatkowym
dniu fermentacji, a warto$¢ koncowa po 2 tygodniach byta wyzsza tylko o 0,15.
Oznacza to niewielka alkalizacjg mieszaniny, prawdopodobnie w wyniku rozktadu
(np. dekarboksylacji) kwaséw o wyzszej mocy powstajacych w pierwszym etapie
fermentacji lub wzrost stezenia zasadowych metabolitoéw buforujacych.

Kwasowos$¢ ogolna i aktywno$¢ antyoksydacyjna (DPPH) osiagneta wartosé
zblizona do konicowej juz po pierwszym dniu fermentacji. Jednak aktywno$¢ anty-
oksydacyjna oznaczona metoda ABTS w drugim tygodniu znaczaco wzrosla w tej
probie.

W prébach z dodatkiem manganu dodawane ilo$ci Mn: 10, 20, 40 mg/100g maki
wielokrotnie przewyzszaty naturalna zawartos¢ Mn w nasionach zyta 2,58 mg/100g
(14). Wptyw dodatku manganu na badane parametry zestawiono w tabeli II.

W prébkach z dodatkiem manganu stwierdzono podwyzszenie objgtosci wydzie-
lonych gazoéw o 22—47%. Parametr pH wzrastal proporcjonalnie do stgzenia manga-
nu (R?=1,00), natomiast kwasowo$¢ ogolna obnizala si¢ wraz ze wzrostem stezenia
manganu. Aktywno$¢ antyoksydacyjna DPPH wzrastata ze wzrostem stgzenia man-
ganu i znaczaco wzrosta przy najwyzszym stgzeniu Mn.
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Tabela Il. Monitorowane parametry i ich zmiana po 2-tygodniowej fermentaciji maki zytniej z dodatkiem réznych
iloci glicynianu manganu(Il)

Table Il. Monitored parameters and their changes after two-week fermentation of rye meal with addition of
different amounts of manganese(ll) glycinate

Parametr Jednostki
Dodatek Mn mg/100g* 0 0 10 20 40
Wartosé Wzgledny wptyw dodatku Mn R?

Gazy mL/100g 200 0% 43% 47% 22% 0,06
pH - 3,63 0% 6% 11% 22% 1,00
Kwasowo$¢ ogdlna | mmol/100g 105 0% 7% -13% -50% 0,94
DPPH uM/100g 49 0% 10% 13% 83% 0,88
ABTS uM/100g 179 0% 5% 4% 26% 0,82

* w przeliczeniu na 100 g maki; R2 — wspoétczynnik determinacji dla korelacji pomiedzy stezeniami dodanego
manganu a wzglgdnymi zmianami parametréw wobec préby bez dodatku Mn

W celu dalszej analizy danych wyznaczono wskazniki determinacji dla korelacji
pomigdzy roznymi badanymi parametrami dla préby kontrolnej (A) i z najwyzszym
dodatkiem Mn (B) (tabela III).

Tabela lll. Korelacje oznaczonych parametréw w czasie 2-tygodniowej fermentaciji maki zytniej bez dodatku
Mn (A) i z dodatkiem glicynianu manganu(ll) (B)

Table lll. Correlations of estimated parameters during two-weeks fermentation of rye meal without Mn addition
(A) and with addition manganese(ll) glycinate (B)

A (0 mg Mn) R2

Parametr Gazy pH Kwasowos¢ ogdlna DPPH ABTS
Gazy - 0,92 0,84 0,27 0,72
pH 0,92 - 0,94 0,19 0,61
Kwasowos¢ ogolna 0,84 0,94 - 0,81 0,90
DPPH 0,27 0,19 0,81 - 0,45
ABTS 0,72 0,61 0,90 0,45 -
B (40 mg Mn)
Gazy - 0,86 0,51 0,32 0,76
pH 0,86 - 0,43 0,09 0,78
Kwasowos¢ ogolna 0,51 0,43 - 0,44 0,21
DPPH 0,32 0,09 0,44 - 0,19
ABTS 0,76 0,78 0,21 0,19 -

Korelacje Pearsona dla parametréw monitoringu fermentacji dla grupy kontrolne;j
1 mieszaniny o najwyzszym stgzeniu manganu zawiera tabela III. W korelacjach
pominigto parametry poczatkowe monitorowania fermentacji ze wzgledu na brak
ustalenia sig¢ jeszcze rownowagi pomigdzy faza stata a wodna, na co wskazywaty
duze odchylenia od wartosci spodziewanych. Wszystkie korelacje byly dodatnie.
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Ogodlnie, korelacje parametrow dla proby kontrolnej byty silniejsze od prob
z dodatkiem manganu. Najwyzsze wspotczynniki determinacji wykazata korelacja
par pH i kwasowos¢ ogdlna oraz pH i objetos¢ gazow w probie kontrolnej, natomiast
w probie z dodatkiem manganu (B) tylko korelacja pH z objgtoscia gazoéw. Uwzgled-
niajac fakt, ze wyktadnik pH jest liczbowo miara alkalicznosci, wydzielanie gazow
i wzrost pH mozna interpretowaé jako spowodowane rownolegtym zachodzeniem
dekarboksylacji kwaséw i w konsekwencji wzrostem alkaliczno$ci. Na proces ten
nie wptywa znaczaco obecno$¢ manganu, co widoczne jest z danych w tabeli II.
W probie kontrolnej pH skorelowane jest silnie z kwasowoscia, co oznacza produkcje
stabszych kwasoéw w trakcie dalszej fermentacji, niz wytworzonych poczatkowo.
Dodatek manganu znacznie ostabia t¢ korelacje.

Aktywno$c¢ antyoksydacyjna ABTS (oraz DPPH) byta skorelowana z kwasowo-
$cia ogdlna w probie kontrolnej, ale korelacje te zostaty znaczaco ostabione przy
dodatku manganu. Mangan jest pierwiastkiem przejsciowym zdolnym do uczestni-
czenia w reakcjach redox (np. Fentona), zwlaszcza w nizszych st¢zeniach. Wyniki
przedstawione w tabeli II dotyczace wptywu Mn na aktywnos$¢ antyoksydacyjna
potwierdzaja taka interpretacjg¢ w odniesieniu do ABTS. Wptyw wysokiego stezenia
Mn na wzrost aktywnos$ci antyoksydacyjnej wymaga jednak odrgbnego wyjasnienia.
Hipotetycznie bakterie mogly zwigkszy¢ aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych
z udziatem manganu, co mogto ochrania¢ antyoksydanty egzogenne obecne w $ro-
dowisku fermentacyjnym.

Wyniki wskazaty, ze dodatek jonéw manganu powoduje ograniczenie wytwarza-
nia kwasow jako metabolitow, wzrost wytwarzania gazéw oraz umiarkowany wzrost
aktywnosci antyoksydacyjnej. Obserwowany wzrost aktywnosci antyoksydacyjnej
byt znaczny przy najwyzszym stezeniu Mn. Wyniki wskazujana przyspieszenie
i modyfikacj¢ metabolizmu bakterii przez dodatek manganu. Wzrost aktywnosci
antyoksydacyjnej wywotany dodatkiem manganu wymaga wyjasnienia.

H. Barton, K. Indyka, M. Fotta, J. Chtopicka, E. Karczewska,
I. Skiba-Kurek, A. Budak

INFLUENCE OF MANGANESE(II) ON LAKCID FERMENTATION OF RYE MILL

Summary

The aim of the study was to investigate the effect of the addition of the manganese ions (II) on the
fermentation of lactic acid with natural bacteria grown from rye flour. The bacteria were identified as
Lactobacillus buchneri. The fermentation was carried out for two weeks at. 30°C, while monitoring the
volume of produced gas, a total acidity, pH, and antioxidant activity. The addition of manganese caused
the increase in the production of gases and pH, and significantly reduced the total acidity, while the an-
tioxidant activity was moderately positively affected. These results indicate a modification of metabolism
of the bacteria and its dynamic in the presence of manganese.
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