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AKTYWNOSC ANTAGONISTYCZNA
BAKTERII FERMENTACJI MLEKOWEJ
Z GATUNKU LACTOBACILLUS PLANTARUM

Joanna Kraszewska, Wiestaw Wzorek, Eliza Sztando,
lAnna Raczynska-Cabaj

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Celem pracy bylo okreslenie antagonistycznych wiasciwosci 6 szczepow
z gatunku Lactobacillus plantarum, uzywanych przez autorow w badaniach nad bioak-
tywnym napojem stodowym. Zastosowano metod¢ studzienkowa i stupkowa oraz zbada-
no mozliwo$¢ produkcji przez badane szczepy nadtlenku wodoru. Antagonizm bakteryjny
okreslano w stosunku do wybranych bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych oraz droz-
dzy. Stwierdzono, ze badane szczepy nie maja zdolnosci produkcji nadtlenku wodoru.
Wszystkie szczepy L. plantarum hamuja wzrost stosowanych bakterii wskaznikowych,
a powstate strefy zahamowania wzrostu sa prawdopodobnie wynikiem produkcji kwasu
mlekowego przez bakterie antagonistyczne. Badane bakterie mlekowe nie wykazuja inhi-
bicji wzrostu drozdzy. Zaobserwowano rowniez zréznicowany poziom wrazliwosci wérod
mikroorganizméw wskaznikowych nalezacych do tego samego rodzaju lub gatunku. W me-
todzie stupkowej stwierdzano wigksze strefy zahamowania wzrostu niz w metodzie stu-

dzienkowe;j.

Stowa Kkluczowe: bakterie fermentacji mlekowej, bakteriocyny, Lactobacillus plantarum,

antagonizm, nadtlenek wodoru, kwas mlekowy

WSTEP

Biologiczne przedtuzanie trwatosci zywnosci poprzez fermentacje mlekowa wyko-
rzystywane bylo przez cztowieka juz w czasach starozytnych. Wiele wynikéw badan
z ostatniego dziesigciolecia potwierdza, iz zastosowanie odpowiednich szczepow bakterii
mlekowych przyczynia si¢ do wyeliminowania lub zahamowania rozwoju drobnoustro-
jow patogennych, toksynotworczych oraz powodujacych psucie si¢ produktow spozyw-
czych [Lewus i Montville 1991, Tahara i in. 1996]. Dodatkowo wiedza na temat probio-
tykow oraz ich terapeutyczno-profilaktycznych wlasciwosciach sktania do poszukiwa-
nia nowych szczepow bakterii fermentacji mlekowej o wlasciwosciach prozdrowotnych.
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Jednym z wymagan stawianym bakteriom probiotycznym jest aktywnos$¢ antagoni-
styczna wobec bakterii gnilnych i chorobotworczych [Mattila-Sandholm i in. 2002,
Dunne i in. 2001].

Z danych zawartych w literaturze [Soomro i in. 2002, Hartnett i in. 2002, Ogunbanwo
i in. 2003] wynika, ze wickszos$¢ bakterii fermentacji mlekowej charakteryzuje sig sil-
nymi wlasciwos$ciami antagonistycznymi uwarunkowanymi:

— zdolnoscia do znacznego obnizania pH przewodu pokarmowego dzigki wytwarza-
niu metabolitow: kwasu mlekowego, octowego, propionowego,

— synteza nadtlenku wodoru,

— produkcja bakteriocyn,

— wytwarzaniem niskoczasteczkowych produktow przemiany materii takich, jak reu-
teryna, diacetyl, kwasy ttuszczowe.

Syntetyzowane przez bakterie mlekowe zwiazki wykazuja hamujacy wptyw na roz-
woj zardwno bakterii gram-dodatnich nalezacych do Micrococcus, Staphylococcus, jak
i bakterii gram-ujemnych, np. Shigella, Salmonella, Klebsiela, Escherichia [Ogunbanwo
iin. 2003]. Czynnikiem hamujacym wzrost bakterii gram-ujemnych sa kwasy organicz-
ne produkowane przez bakterie mlekowe [Alakomi i in. 2000]. Bakterie mlekowe pro-
dukuja rowniez bakteriocyny, charakteryzujace si¢ aktywnoS$cia antagonistyczna w sto-
sunku do bakterii gram-dodatnich [Abee i in. 1995].

Celem pracy bylo okreslenie antagonistycznych wiasciwosci 6 szczepow z gatunku
Lactobacillus plantarum wobec wybranych bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych,
w tym rowniez chorobotworczych. Wytypowane szczepy bakterii mlekowych stosowa-
ne sa rowniez w innych naszych badaniach dotyczacych fermentowanego napoju sto-
dowego. Okreslano takze antagonizm badanych szczepéw w stosunku do innych bakte-
rii fermentacji mlekowe;j.

MATERIALY I METODY

Bakterie antagonistyczne (bakterie fermentacji mlekowej) oraz mikroorganizmy
wskaznikowe (bakterie gram-dodatnie i gram-ujemne) uaktywniano z zamrozonych
(=75°C) 18-godzinnych hodowli zawierajacych 20% glicerolu, dwukrotnie pasazujac je
w odpowiednim podtozu (tab. 1). Bakterie wskaznikowe (poza bakteriami mlekowymi)
uzyte w doswiadczeniu hodowano na bulionie wzbogaconym [Klewicka i in. 1999],
drozdze Candida albicans — na ekstrakcie drozdzowym z agarem i podlozu Sabourauda
(bioMerieux) [Ogubanwo i in. 2003, Navarro i in. 2000], prowadzac inkubacjg w wa-
runkach podanych w tabeli 1. Bakterie fermentacji mlekowej hodowano na podiozu
MRS lub MRS-0,2 (podtoze MRS zawierajace 0,2% glukozy zamiast 2%) stosowanym
w celu zahamowania syntezy kwasu mlekowego. Warunki beztlenowe stworzono uzy-
wajac anaerostatow firmy bioMerieux.

Do badan w ramach niniejszej pracy zastosowano podloza stale z tego powodu, iz
produkty metabolizmu bakterii mlekowych o wlasciwos$ciach antagonistycznych maja
mozliwo$¢é rownomiernego rozprzestrzeniania si¢ w srodowisku zelowym oraz ze bak-
terie mlekowe produkuja wigksza ilo$¢ bakteriocyn na podtozach statych niz w podto-
zach ptynnych [Strus 1998].
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W badaniach antagonizmu migdzyszczepowego stosowano metode studzienkowa
[Klewicka i in. 1999], a takze zmodyfikowana metod¢ stupkowa zaproponowang przez
Strus [1998].

Tabela 1. Szczepy mikroorganizméw antagonistycznych i wskaznikowych uzytych w doswiad-
czeniu oraz warunki ich hodowli

Table 1. Strains of antagonistic and indicator microorganisms were used in experiment and their
condition of culture

Szczep Pochodzenie Warunki hodowli
Strains Origin Condition of culture
1 2 3

Szczepy antagonistyczne — Antagonistic strains:

Lactobacillus plantarum 44 ZBiMZ MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus plantarum 1 IBPRS MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus plantarum 299 v ProViva MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus plantarum 4080 ATCC MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus plantarum B. 01149  NCAIM MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus plantarum B. 01834 NCAIM MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic

Szczepy wskaznikowe — Indicator strains:

* Bakterie fermentacji mlekowej — Lactic acid bacteria:

Lactobacillus acidophilus La5 Chr. Hansen MRS, 37°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus acidophilus Lac 4 Ezal MRS, 37°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus casei subsp. casei Biolacta — Texel MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus brevis Biolacta — Texel MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Lactobacillus helveticus Biolacta — Texel MRS, 37°C, beztlenowo — anaerobic
Lactococcus lactis subsp. lactis Biolacta — Texel MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Lactococcus lactis subsp. cremoris  Biolacta —Texel MRS, 28°C, beztlenowo — anaerobic
Bifidobacterium BB-12 Chr. Hansen MRS, 37°C, beztlenowo — anaerobic

* Bakterie gram-dodatnie — Gram-positive bacteria

Staphylococcus aureus 25923 ATCC Bulion wzbogacony — Enrichment broth, 37°C
Staphylococcus aureus 6538P ATCC Bulion wzbogacony — Enrichment broth, 37°C
Staphylococcus epidermidis 12228 ATCC Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C
Microccocus sp. ART-Olsztyn Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 30°C
Bacillus subtilis 6633 ATCC Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 30°C
Bacillus cereus 11778 ATCC Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 30°C
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1 2 3
Bacillus pumilus 8241 ATCC Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 30°C
Bacillus megaterium PZH Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 30°C
Enterococcus faecalis 29212 ATCC Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37 °C

beztlenowo — anaerobic

Sarcina lutea B6 PZH Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 30°C

* Bakterie gram-ujemne — Gram-negative bacteria

Escherichia coli 25922 ATCC Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C
Escherichia coli DH5a IBB Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C
Salmonella enteritidis PZH Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C
Salmonella typhi ART-Olsztyn Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C
Klebsiella ornithinolytica PZH Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C
Citrobacter freundii 488 WSSE Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C
Pseudomonas fluorescens 16/94 PZH Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 30 °C
Proteus mirabilis 180 WSSE Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C
Serratia marcescens Sl OBRB Bulion wzbogacony— Enrichment broth, 37°C

* Drozdze — Yeast

Candida albicans 10231 ATCC ekstrakt drozdzowy z agarem, podtoze Sabourauda,
yeast extract agar, Sabouraud medium, 37°C

ATCC — American Type Culture Collection; NCAIM - National Collection Agricultural and Industrial
Microorganisms, Budapest; ProViva — Skane Dairy, Szwecja; IBPRS — Instytut Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego,Warszawa; Biolacta — Texel, Olsztyn; IBB — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, War-
szawa; ZBiMZ — Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$¢i, SGGW Warszawa; PZH — Panstwowy
Zaktad Higieny, Warszawa; WSSE — Wojewddzka Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna, Warszawa; OBRB —
Osrodek Badawczo-Rozwojowy Biotechnologii, Warszawa; Chr. Hansen — Czosnoéw; Ezal — Francja.

Metoda stupkowa

Do kolbki zawierajacej 40 cm® rozplawionego i ochfodzonego podloza MRS (2%
agaru) dodawano 4 cm’® 24-godzinnej hodowli bakterii mlekowych, zawartos¢ kolbki
mieszano, wylewano na szalkg Petriego i inkubowano w anaerostatach w 28°C. Po 24-
-godzinnej inkubacji w ptytkach agarowych wycinano stupki o $rednicy 11 mm, ktore
nastepnie przenoszono na plytki z uprzednio wylanym (20 cm’) podtozem (1,5% agar)
zawierajacym 0,02 cm’® 24-godzinnej hodowli szczepu wskaznikowego. Plytki inkubo-
wano w 37°C. Po 24-godzinnej inkubacji, mierzono $rednice stref zahamowania wzro-
stu mikroorganizméw wskaznikowych, a wyniki podawano w milimetrach po odjeciu
$rednicy stupka.
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Metoda studzienkowa

Na plytke wylewano 20 cm’ podtoza (1,5% agar) uprzednio zaszczepionego 24-
-godzinna hodowla szczepu wskaznikowego (0,02 cm’), nastepnie w podtozu wycinano
studzienki o $rednicy 11 mm. Na dno studzienki wprowadzano 0,02 cm’ agaru o steze-
niu 1-procentowym, a nastepnie 0,1 cm® 24-godzinnej hodowli szczepu antagonistycz-
nego i ponownie 0,02 cm’ agaru o stezeniu 1-procentowym. Po 24-godzinnej inkubacji,
mierzono S$rednice stref zahamowania wzrostu mikroorganizméw wskaznikowych,
a wyniki podawano w milimetrach po odjgciu $rednicy studzienki.

Zdolnos¢ syntezy nadtlenku wodoru [Klewicka i in. 2003, Brauncajs i in. 2001,
Visser i Holzapfel 1992]

Do 100 cm® rozpuszczonego i ochtodzonego podioza MRS dodawano 25 mg kwasu
2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABS) firmy Sigma oraz 1 mg
peroksydazy (Sigma). Nastgpnie metoda posiewu redukcyjnego nanoszono na ptytki
bakterie fermentacji mlekowej. Plytki inkubowano w 28°C w anaerostatach. Po 48-
-godzinnej inkubacji ptytki wyjmowano z anaerostatow i pozostawiano w temperaturze
pokojowej na 5-8 godzin. W wypadku wyniku dodatniego (produkcja nadtlenku wodo-
ru) podtoze wokot rosnacych kolonii, a niekiedy i kolonie bakterii, zabarwi si¢ na fiole-
towo. Jako probg kontrolna stosowano podioze MRS zawierajace ABS, peroksydazg
13% H,0..

Wykonano 5 serii do§wiadczen, kazda w dwdch powtdrzeniach. Wyliczano $rednia
arytmetyczng oraz odchylenie standardowe.

WYNIKI I DYSKUSJA

W pierwszej czgsSci do§wiadczenia badano tzw. izoantagonizm wsrod bakterii fer-
mentacji mlekowej. Celem badania bylo okreslenie mozliwo$ci komponowania ré6znych
szczepow bakterii mlekowych w szczepionkach starterowych przy zatozeniu, ze uzyta
kultura nie powinna powodowa¢ eliminacji szczepu wrazliwego. Jako mikroorgani-
zmoOw antagonistycznych uzyto szczepdw z gatunku Lactobacillus plantarum, stosowa-
nych w innych naszych badaniach dotyczacych bioaktywnych napojéow stodowych.
Wyniki uzyskane metoda stupkows i studzienkowa (tab. 2 i 3) pozwalaja stwierdzié, ze
kazdy z badanych szczepoéw z gatunku Lactobacillus plantarum ma zdolno$¢ hamowa-
nia wzrostu stosowanych bakterii z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus i Bifidobacte-
rium, jednak ich antagonistyczne oddziatywania sa stabe w poréwnaniu z dziataniem
w stosunku do bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych, w tym takze chorobotwor-
czych. Otrzymane strefy zahamowania wzrostu sa wigksze jezeli stosujemy metodg
slupkowa (rys. 1).

Ogunbanwo i in. [2003] podaja, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus charakteryzuja
si¢ silnymi wlasciwosciami antagonistycznymi w stosunku do mikroorganizméw po-
wodujacych psucie si¢ zywnosci oraz patogennych.

Na podstawie uzyskanych wynikow (zardwno metoda stupkowa, jak i studzienkowa)
mozna stwierdzi¢, ze kazdy z badanych szczepow z gatunku Lactobacillus plantarum
wykazuje szerokie spektrum antagonistycznego dziatania w stosunku do zastosowanych
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Tabela 2. Aktywnos$¢ antagonistyczna szczepdw z gatunku Lactobacillus plantarum w stosunku
do innych bakterii fermentacji mlekowej — metoda stupkowa, MRS (2% glukozy)

Table 2. Antagonistic activity of Lactobacillus plantarum strains against other lactic acid bacteria
— agar slab method, MRS (2% glucose)

Szczepy — strefy

gamovita Nt Ly Lpt Lp 2wy LOAICC LENCAM Ly oA
mm

Lp. 44 nb 44 (£0,55) 42 (£0,45) 4,8 (£045) 24 (+0,55) 3.2 (+045)
Lp. 1 2,6 (+0,55) nb 3,2 (£045) 3,2 (£045) 1,2 (045 2,8 (*0,45)
Lp. 299 v 3,2 (+045) 3.4 (+0,89) nb 2,8 (£0,45) 1,8 (£0,45) 3,2 (£0,45)
L.p. ATCC 4080 42 (£0,45) 1,0 (£0,00) 4.8 (0,45) nb 1,8 (£0,45) 2,8 (+0,45)
Lp. NCAIMB.01149 4,8 (+045) 3,8(£045) 6,2 (045 62 (*0,45) nb 42 (+0,45)
Lp. NCAIMB.01834  4,8(+045) 54 (£0,89) 7.2 (£0,84) 42 (+0,45) 44 (+0,55) nb

Le. cremoris 2,6 (£0,55) 4,4 (£0,89) 4.8 (£0,45) 3.4 (*0,55) 2,8 (+045) 3,8 (+0,45)
L. helveticus 3,4 (£0,55) 2,8 (£045) 64 (0,55 32 *0,45) 22 (+045) 4,8 (+0,84)
L. casei 3,2 (+£045) 2,6 (£0,55) 5.2 (£0,84) 4,0 (*0,71) 22 (+045) 4.2 (+0,84)
Le. lactis 1,2 (£045) 2,2 (=045) 22 *045) 2,0(*0,71) 1,4(+0,89) 1,2 (+045)

Bifidobacterium BB-12 1,4 (+0,55) 3,0 (£0,00) 2.8 (£0,84) 2,6 (+0,55) 14 (x0,55) 1.2 (+0,45)

L. brevis 14 *0,55) 1,6 (*0,55) 1,2(*045) 12(+045) 1,6(+0,55) 1,2 (+045)
L. acidophilus La 5 24 (£0,55) 3,6(£0,55) 3,8(£0,45) 3,4 (£045) 3,2(£0,55) 3.4 (%0,55)
L. acidophilus Lac 4 1,2 (@ 045) 1,2(*045) 1,2(045) 12(+045 1,0(x0,00) 1,2(0,00)
L. bulgaricus 24 (£0,55) 3,6 (*0,55) 4,4 (*0,55) 32 (+045) 4,4 (+0,55) 2,8 (+045)

Wiyniki podano jako $rednig arytmetyczna z 5 serii.

(+) — odchylenie standardowe.

nb — nie badano.

The results were provided as arithmetic mean from 5 series.
() — standard deviation.

nb — not detected.

drobnoustrojéow wskaznikowych. Badane bakterie hamowaty wzrost zaréwno bakterii
gram-dodatnich, jak i gram-ujemnych, jednak poziom tej aktywnosci byt zroznicowany,
podobnie jak wrazliwo$¢ drobnoustrojow wskaznikowych.

W metodzie stupkowe;j (tab. 4) najbardziej wrazliwym z badanych szczepoéw bakterii
gram-ujemnych okazal si¢ szczep Pseudomonas fluorescens, o czym $wiadcza naj-
wigksze strefy zahamowania wzrostu (20,8-25,4 mm), a najmniejsza wrazliwo$cia
charakteryzowaly si¢ Klebsiella ornithinolytica (4,4-6,4 mm) oraz Salmonella typhi
(4,0-5,8 mm). Wsrod badanych bakterii gram-dodatnich najmniejsza oporno$cia odzna-
czal sig¢ szczep Staphylococcus epidermidis, dajac strefy przejasnienia 19,4-21,2 mm,
a najwigksza opornoscia szczepy Sarcina lutea (3,8-5,8 mm) oraz Bacillus megaterium
(3,6-5,6 mm).
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Tabela 3. Aktywnos$¢ antagonistyczna szczepdw z gatunku Lactobacillus plantarum w stosunku
do innych bakterii fermentacji mlekowej — metoda studzienkowa, MRS (2% glukozy)

Table 3. Antagonistic activity of Lactobacillus plantarum strains against other lactic acid bacteria
— well diffusion assay, MRS (2% glucose)

Szczepy — strefy

gamovita i L Lpt Lpwy LOAICC LENCAM Ly oA
mm

Lp. 44 nb 22(£0,55) 2,2 (£0,45) 2,4(£0,55) 1,6(*0,55) 1,6(*0,55)
Lp.1 1,8 (+0,45) nb 1,6 @0,55) 2,6 (£0,55) 1,2(+045) 14 (0,55)
Lp.299v 14 *0,55) 1,6 (*0,55) nb 1,8 (£0,45) 1,4 (£0,55) 1,4 (&0,55)
L.p. ATCC 4080 1,8 (£0,45) 2,6 (£0,55) 2,4 (0,55) nb 1,6 (£0,55) 1,2 (0,45)
Lp.NCAIMB.01149 22 (£045) 24 (£0,55) 24 (0,55 1,8 (+0,45) nb 2,4 (£0,55)
Lp. NCAIM B. 01834 22 (+045) 2.4 (£0,55) 2,2 (£0,45) 2,8 (=0,45) 3,0 (0,00 nb

Le. cremoris 1,6 (2 0,55) 2.4 (20,55) 2,6 (+0,55) 2,6 (+0,55) 1,6(+0,55) 1,8 (0,45)
L. helveticus 1,8 (045) 1,4 *0,55) 3.2(*045) 1,4(+0,55 1,2 (045 24 (0,55)
L. casei 2,6 (£0,55) 1,6 (*0,55) 3,4 (*0,55) 2,2(+045) 12 (+045) 2.4 (+0,55)
Le. lactis 1,0 (0,00) 1,2(*045) 1,4 (0,55 1,2(+045) 1,2(+045) 1,0(x0,00)
Bifidobacterium BB-12 12 (£045) 1,4 (0,55 1,6(*0,55) 1,6(£0,55) 1,0(*0,00) 1,2 (+0,45)
L. brevis 1,0 ®0,00) 1,2 (*045) 1,2(*045) 1,0(+0,00) 1,2(+045) 1,0 (0,00)
L. acidophilus La 5 1,2 (£ 045) 2,2(*045) 2,4 (*0,55) 22 (+045) 2,0(x0,71) 1,6(0,55)
L. acidophilus Lac 4 24 (£0,55) 2,6(£0,55) 2,6(0,55) 1,2(£045) 1,2(*045) 1,2 (%045)
L. bulgaricus 14 (*0,55) 2,2 (*045) 2,6 (+0,55) 1,8(+045) 2,4 (+0,55) 14 (0,55)

Wiyniki podano jako $rednig arytmetyczna z 5 serii.

(+) — odchylenie standardowe.

nb — nie badano.

The results were provided as arithmetic mean from 5 series.
() — standard deviation.

nb — not detected.

Stwierdzono zrbéznicowany poziom wrazliwosci wérdd mikroorganizmow wskazni-
kowych z tego samego rodzaju, jak i gatunku. Na przyklad wsrod czterech roznych
gatunkow rodzaju Bacillus, a mianowicie: B. subtilis, B. cereus, B. pumilus i B. megate-
rium obserwowano rozne wielkosci stref przejasnienia, odpowiednio 8,0-10,4 mm, 9,2-
-10,8 mm, 5,4-7,0 mm i 3,6-5,6 mm. Wsrod badanych gatunkéw z rodzaju Salmonella
wystepowala ta sama tendencja. Wielkos$¢ stref zahamowania wzrostu wynosita dla
Salmonelli enteritidis 8,2-9,8 mm, natomiast dla Salmonelli typhi 4,0-5,8 mm. Zrdzni-
cowanie szczepowe w obrgbie tego samego gatunku obserwowano dla S. aureus, gdzie
strefy zahamowania wzrostu wynosily dla szczepu S. aureus ATCC 25923 5,6-7,2 mm,
podczas gdy dla S. aureus ATCC 6538P — 8,6-10,8 mm. Wrazliwos¢ E. coli ATCC
25922 i E. coli DHS5a. na metabolity antagonistyczne bakterii fermentacji mlekowej byta
podobna i wynosita odpowiednio 10,8-13,0 mm i 11,6-14,0 mm. Sugeruje to, ze badane
szczepy Lactobacillus plantarum moga wykazywaé podobna aktywnos$¢ antagonistyczna
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Rys. 1. Przyktad aktywnoS$ci antagonistycznej szczepu Lactobacillus plantarum 44 : A) metoda
stupkowa, jako mikroorganizm wskaznikowy E. coli ATCC 25923, B) metoda studzienkowa,
jako mikroorganizm wskaznikowy E. coli ATCC 25923, C) metoda stupkowa, jako mikroorga-
nizm wskaznikowy L. plantarum NCAIM B. 01834, D) metoda studzienkowa, jako mikroorga-
nizm wskaznikowy L. plantarum NCAIM B. 01834, I — MRS, II — MRS z 0,2% dodatkiem glu-
kozy

Fig. 1. Example of antagonistic activity of strain Lactobacillus plantarum 44: A) agar slab
method, as indicator microorganism E. coli ATCC 25923, B) well diffusin assay, as indicator
microorganism E. coli ATCC 25923, C) agar slab method, as indicator microorganism L. planta-
rum NCAIM B. 01834, D) well diffusin assay, as indicator microorganism L. plantarum NCAIM
B. 01834, I — MRS, II - MRS with 0.2% glucose

w stosunku do innych szczepow z gatunku E. coli, a nie jedynie w stosunku do bada-
nych szczepow.

Dane literaturowe [Annuk i in. 2003] potwierdzaja zaobserwowane zroéznicowanie
szczepowe bakterii wskaznikowych dotyczace wrazliwosci na metabolity bakterii anta-
gonistycznych.
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Tabela 4. Aktywnos$¢ antagonistyczna szczepdw z gatunku Lactobacillus plantarum w stosunku
do mikroorganizméw wskaznikowych — metoda stupkowa, MRS (2% glukozy)

Table 4. Antagonistic activity of Lactobacillus plantarum strains against indicator microorgan-
isms — agar slab method, MRS (2% glucose)

Szczepy — strefy
zahamowania wzrostu L.p. ATCC L.p. NCAIM L.p NCAIM
Strains — zones inhibition -7 44 Lp. 1 Lp 299V y080 B.01449  B.01834
mm

Bakterie gram-dodatnie — Gram-positive bacteria

S. aureus ATCC 25923 6,2 (£0,84) 6,8 (+ 1,10) 7.2(+0,84) 6,8 (x0,84) 5.6 (*0,55) 5.8 (%0,84)
S. aureus ATCC 6538P 10,6 (+ 0,55) 10,4 (+0,89) 9,0 (+0,71) 10,8 (+ 0,84) 8.6 (+0,55) 8.8 (+0,84)

S. epidermidis ATCC 21,0 (+ 1,00) 20,2 (+ 0,84) 20,4 (+ 0,55) 21,2 (+ 0,84) 19,4 ( 0,89) 20,4 (+ 0,89)
12228

Micrococcus sp. 9,6 (£0,89) 9,2 (£0,84) 8,8 (+0,45) 10,4 (£0,89) 8,0 (+0,71) 11,0 (+0,71)
B. subtilis ATCC 6633 9,0 (£0,71) 9,4 (+0,55) 10,4 (+0,55) 8,0 (+ 1,00) 8,0 (= 1,00) 8.2 (+0,84)
B. cereus ATCC 11778 10,4 (£ 0,89) 10,8 (£ 0,84) 9.4 (£0,89) 9,2 (£0,84) 9,2 (£0,45) 9,2 (+0,45)
B. pumilus ATCC 8241 6,6 (£0,55) 6,4 (£0,55) 7.0 (£0,71) 6,8 (£0,45) 6,2(£0,84) 54 (+0,55)

B. megaterium 4,0 (£1,00) 5,0 (1,000 56(£0,89) 3,6 (0,55 3,8(+0,84) 4.4 (+0,55)
E. faecalis ATCC 29212 8,2 (£0,84) 7,8 (£0,84) 7,0 (£0,71) 7,6 (£0,89) 9,0 (+ 1,00) 9,0 (x1,22)
S. lutea B6 42 (£0,84) 58(£0,84) 50(£0,71) 42 (£0,84) 3,8(*0,84) 4.8 (+0,45)

Bakterie gram-ujemne — Gram-negative bacteria

E. coli ATCC 25922 12,0 (£ 0,71) 13,0 (£0,71) 11,0 (£0,71) 10,8 (= 0,84) 10,8 (= 0,84) 10,8 (= 0,84)

E. coli DH5a 13,4 (+0,89) 14,0 (£ 0,71) 13,4 (0,89) 12,8 (+0,84) 11,6 (+0,89) 12,4 (= 0,89)
S. enteritidis 8,4 (+0,89) 9,0 (+1,00) 9,8 (+045) 9,2 (+045) 82 (+045) 8,6(+0,55)
S. typhi 54(+0,55) 58(+0,84) 4,8(+045) 54(+0,55) 4,0*0,71) 4.2 (+0,84)
K. ornithinolytica 44(£0,55) 5,6(£0,55) 64(£0,89) 4,6(£0,89) 50(=0,71) 4,8 (+0,45)
C. freundii 488 58(£0,84) 6,8(045) 7,4(x0,55) 6,8(+£0,84) 8,8(+0,84) 6,6(+0,55)
P. fluorescens 16/94 22,2 (+£0,84) 22,2 (+0,84) 25,4 (+0,55) 22,8 (+ 0,84) 21,6 (+ 0,89) 20,8 (+ 0,84)
P. mirabilis 180 54(+0,55) 6,4(+0,89) 6,0(*0,71) 64 (+0,389) 6,0 (+1,00) 560,55
S. marcescens S1 52(+0,84) 7,0(*1,00) 6,0(1,00) 6,0(1,00) 50(0,71) 4,8 (+045)

Drozdze — Yeast

C. albicans ATCC 10231 brak brak brak brak brak brak
absence absence absence absence absence absence

Wiyniki podano jako $rednig arytmetyczna z 5 serii.

(+) — odchylenie standardowe.

The results were provided as arithmetic mean from 5 series.
(%) — standard deviation.

Zbadano rowniez wilasciwosci antagonistyczne stosowanych bakterii fermentacji
mlekowej w stosunku do drozdzy Candida albicans. Stosowano metodg stupkowa oraz
dwa podtoza (ekstrakt drozdzowy z agarem i podtoze Sabouranda). Brak stref zahamo-
wania wzrostu na obydwu podtozach wskazuje na duza odpornos¢ badanych drozdzy na
zwiazki o charakterze antagonistycznym produkowane przez bakterie mlekowe.

Usajewicz [1998] podaje, ze pateczki mlekowe z rodzaju Lactobacillus, dzigki pro-
dukowanym zwiazkom, hamuja lub ograniczaja wzrost drozdzy Candida albicans.

Technologia Alimentaria 4(1) 2005



48 J. Kraszewska ...

Ogunbanwo i in. [2003] obserwowali hamujacy wptyw szczepu Lactobacillus brevis
OG1 w stosunku do bakterii gnilnych, a takze patogennych oraz brak stref zahamowania
wzrostu szczepu Candida albicans ATCC 10231 uzywanego rowniez w niniejszej pracy.

W badaniach nad antagonizmem, oprocz metody stupkowej, postuzono si¢ rownole-
gle metoda studzienkowa (tab. 5). Stwierdzono, ze efektywnos$¢ inhibicji wzrostu szczepu

Tabela 5. Aktywnos$¢ antagonistyczna szczepdw z gatunku Lactobacillus plantarum w stosunku
do mikroorganizméw wskaznikowych — metoda studzienkowa, MRS (2% glukozy)

Table 5. Antagonistic activity of Lactobacillus plantarum strains against indicator microorgan-
isms — well diffusion assays, MRS (2% glucose)

Szczepy — strefy

zahamowania wzrostu L.p. ATCC L.p. NCAIM L.p. NCAIM
Strains — zones inhibition -7 44 Lp. 1 Lp 299V y080 B.01449  B.01834
mm
Bakterie gram-dodatnie — Gram-positive bacteria
S. aureus ATCC 25923 nb nb nb nb nb nb
S. aureus ATCC 6538P nb nb nb nb nb nb

S. epidermidis ATCC 13,2 (+ 0,45) 13,2 (£ 0,45) 11,6 (& 0,55) 13,0 (£ 0,71) 13,6 (£ 0,55) 13,4 (+ 0,55)
12228

Micrococeus sp. 5,0(£0,71) 4,4 (£0,55) 52(£0,84) 4,8 (+0,84) 4.6 (0,55 4,2 (*0,45)
B. subtilis ATCC 6633 4.2 (£0,84) 4,0 (£0,71) 4,6 (£0,55) 3,8 (+045) 3.6 (x0,55) 3.2 (& 0,45)
B. cereus ATCC 11778 2,6 (£0,55) 3,0 (:0,71) 2,8 (+0,45) 2,6 (0,55) 2,8 (+0,45) 2,4 (+0,55)
B. pumilus ATCC 8241 6.2 (£0,45) 7,0(*0,71) 62 (+0,84) 6,8 (+0,84) 62 (045) 64 (&0,55)

B. megaterium 56(£0,55) 62 (+0,84) 6,0(x0,71) 64 (x0,55) 7.2(x045) 7,0(x0,71)
E. faecalis ATCC 29212 7,2 (+0,41) 6,8 (0,41) 7,3(£0,82) 7.2(:041) 7,7(+0,52) 6,8 (+041)
S. lutea B6 72(+0,84) 64 (+0,55) 64 (+0,55) 7,0(x0,71) 7.2 (+045) 7.2 (+0,75)

Bakterie gram-ujemne — Gram-negative bacteria

E. coli ATCC 25922 34(x0,55) 4,0(=*0,71) 42045 3,8(+0,84) 2,6(£0,55) 2,4(+0,55)
E. coli DH5a 32(x0,84) 2,8(+0,84) 2,6(x0,55) 2,6(+0,55) 2,8(£0,45) 2,4(+0,55)
S. enteritidis nb nb nb nb nb nb

S. typhi nb nb nb nb nb nb

K. ornithinolytica 3,0(x0,71) 3,2(=0,45) 2.8(x045) 2,4(+0,55) 2,8(£045) 2,4 (x0,55)
C. freundii 488 3,2(+0,45) 42(+045) 3,6(*0,55) 2,6(+0,55) 2,8(+0,45) 2,4 (+0,55)
P. fluorescens 16/94 32(+0,45) 42(+0,84) 3,4(+0,55) 2,6(=0,55 3,6(+0,89) 3,0 (x0,00)
P. mirabilis 180 1,8(+0,84) 2,8(+x0,84) 2,0(=0,71) 1,6(x0,55) 1,2(+0,45) 2,2(£0,45)
S. marcescens S1 1,8 (x0,45) 2,4(x0,55) 22045 2,8(x045) 2,6(x£0,55) 1,4(x0,55)

Drozdze — Yeast

C. albicans ATCC 10231 nb nb nb nb nb nb

Wiyniki podano jako $rednia arytmetyczna z 5 serii.

(+) — odchylenie standardowe.

nb — nie badano.

The results were provided as arithmetic mean from 5 series.
() — standard deviation.

nb — not detected.
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wskaznikowego przejawiajaca si¢ strefami zahamowania wzrostu zalezala nie tylko od
wrazliwosci badanego szczepu wskaznikowego, ale i od zastosowanej metody badaw-
czej. W metodzie studzienkowej (rys. 1) uzyskano mniejsze strefy przejasnienia, co
moze by¢ spowodowane wysychaniem hodowli szczepu antagonistycznego w studzien-
kach, a w konsekwencji zahamowaniem wzrostu i syntezy produktéw antagonistycz-
nych lub tez uzyciem do do$wiadczenia mniejszej ilosci hodowli szczepu antagoni-
stycznego w porownaniu z metoda stupkowa. Inna przyczyna powstawania wigkszych
stref zahamowania wzrostu w metodzie stupkowej moze by¢ wigksza koncentracja
substancji antagonistycznych, powstata na skutek mniejszej powierzchni styku stupka
z powierzchnia plytki agarowej zaszczepionej mikroorganizmami wskaznikowymi.
W metodzie shupkowej stwierdzano wigksze strefy zahamowania, charakteryzujace si¢
rowniez wigkszym zroéznicowaniem. Np. w metodzie stupkowej P. fluorescens cecho-
wat si¢ najwigkszymi strefami zahamowania (20,8-25,4 mm), podczas gdy w metodzie
studzienkowej $rednice stref dla P. fluorescens wynosily 2,6-4,2 mm. Jak zauwazyla
wcezesniej Strus [1998] metoda stupkowa umozliwia po przeniesieniu drobnoustrojow
antagonistycznych w stupku agarowym dalszy ich wzrost, rownolegly do wzrostu bak-
terii wskaznikowych.

Messi i in. [2001] stwierdzili duza aktywnos$¢ antagonistyczna szczepu L. plantarum
35d w stosunku do S. aureus, L. monocytogenes, E. faecalis 1 A. hydrophila.

Todorov i in. [1999] podaja, ze L. plantarum ST 31 produkuje bakteriocyng hamuja-
ca wzrost innych gatunkow nalezacych do rodzaju Lactobacillus, a takze z rodzaju
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Bacillus i Staphylococcus.

Wiasciwosci antagonistyczne badanych szczepéw z gatunku Lactobacillus planta-
rum w stosunku do mikroorganizméw wskaznikowych (obserwowane zardbwno w me-
todzie studzienkowej, jak i supkowej) moga wynikac z hamujacego wptywu produktow
metabolizmu tych bakterii takich, jak kwasy organiczne (glownie kwas mlekowy), nad-
tlenek wodoru, ale takze bakteriocyn [Messens i Vuyst 2002, Brauncajs i in. 2001].
Nadtlenek wodoru wykazuje zroznicowane wiasciwosci hamujace w stosunku do nie-
ktorych mikroorganizmow patogennych zanieczyszczajacych zywno$é. Jego prze-
ciwdrobnoustrojowy efekt wynika z wytwarzania bardziej aktywnych i toksycznych dla
komorki rodnikéw hydroksylowych [Klewicka i Libudzisz 1998].

W celu doktadnego okre$lenia przyczyny wystgpujacego antagonizmu, przede
wszystkim zbadano zdolno$é syntezy nadtlenku wodoru przez stosowane szczepy. Za-
den z 6 badanych szczepdw Lactobacillus plantarum nie wytwarzat w/w zwiazku,
o czym $wiadczy brak zmiany barwy podtoza na kolor fioletowy (wynikow nie za-
mieszczono).

W dalszej czgéci doswiadczenia postanowiono sprawdzi¢ czy obserwowana aktyw-
no$¢ antagonistyczna jest wynikiem hamujacego wptywu produkowanego kwasu mle-
kowego lub/i bakteriocyn. Wielu naukowcoéw, w celu ograniczenia produkcji kwasu
mlekowego przez badane szczepy, stosowato podloze MRS zawierajace 0,2% glukozy
[Schillinger i Liicke 1989, Con i Gokalp 2000, Con i in. 2001]. Z kolei hodujac bakterie
mlekowe w warunkach beztlenowych minimalizuje si¢ powstawanie nadtlenku wodoru
oraz kwasu octowego [Con i in. 2001, Kot i in. 2000].

Lewus i Montville [1991] zaobserwowali, ze uzywajac podtoza MRS uzyskiwano
wigksze strefy zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowych niz stosujac podloze
TSAYE (bez glukozy), wzbogacone w 0,5% ekstraktu drozdzowego. Zastosowanie pod-
loza TSAYE, wg autoréw, eliminowalo inhibicj¢ mikroorganizméw wskaznikowych
przez kwas mlekowy. Podtoze to stosowali rowniez w badaniach Navarro i in. [2000].
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Schillinger i Liicke [1989] badali mozliwos¢ produkcji bakteriocyn oraz spektrum
ich dziatania stosujac supernatant uzyskany z hodowli prowadzonej na podtozu MRS
oraz MRS-0,2. Supernatant uzyskany z hodowli na zwyklym podtozu MRS dawat wigk-
sze strefy zahamowania w stosunku do uzyskanego z hodowli na podlozu zawierajacym
obnizong ilo$¢ glukozy.

W naszych doswiadczeniach, w celu ograniczenia produkcji kwasu mlekowego, za-
stosowano rowniez podtoze MRS-0,2. Poniewaz badane szczepy nie produkuja nadtlenku
wodoru, powstate ewentualnie strefy zahamowania bylyby wynikiem dziatania bakte-
riocyn. Brak stref przejasnienia w badaniach z MRS-0,2, obserwowany w obydwu me-
todach, sugeruje brak produkcji aktywnych bakteriocyn w stosunku do badanych szcze-
pow wskaznikowych przez wybrane bakterie z gatunku L. plantarum. Z powodu braku
stref zahamowania wzrostu we wszystkich wypadkach, wynikow nie zamieszczono.

WNIOSKI

1. Wszystkie badane szczepy z gatunku L. plantarum (uzywane w innych naszych
badaniach dotyczacych produkcji bioaktywnego napoju stodowego) wykazywaty anta-
gonistyczne wilasciwosci w stosunku do badanych bakterii gram-dodatnich i gram-
-uyjemnych, w tym réwniez chorobotwodrczych.

2. Badane bakterie fermentacji mlekowej nie wykazywaty zdolnosci hamowania
wzrostu drozdzy Candida albicans ATCC 10231.

3. Zaobserwowano zroéznicowany poziom wrazliwo$ci wsrod mikroorganizmow
wskaznikowych zardwno tego samego rodzaju, jak i gatunku na metabolity produkowa-
ne przez badane szczepy bakterii fermentacji mlekowe;.

4. Wszystkie badane szczepy bakterii mlekowych wykazywaty staba inhibicjg¢ w sto-
sunku do innych uzytych bakterii fermentacji mlekowe;.

5. Otrzymane w metodzie stupkowej strefy przejasnienia byly wigksze w porowna-
niu ze strefami stwierdzanymi w metodzie studzienkowe;j.

6. Wydaje sig, iz otrzymane strefy zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowych sa
spowodowane hamujacym wptywem kwasu mlekowego produkowanego przez szczepy
antagonistyczne.
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ANTAGONISTIC ACTIVITY OF LACTOBACILLUS PLANTARUM STRAINS

Abstract. The aim of this study was to determine the antagonistic properties of six Lacto-
bacillus plantarum strains against Gram-positive, Gram-negative bacteria and chosen
yeast strain. Agar slab method and well diffusion assays were used in this study. The abil-
ity of bacteria to produce the hydrogen peroxide was investigated. All the chosen L. plan-
tarum strains are able to inhibit used indicator bacterial strains. It was concluded that
there appeared lack of bacterial growth zones and it resulted in lactic acid production. The
chosen lactic acid bacteria did not inhibit growth of C. albicans yeast. Better results —
bigger inhibition zones were obtained using agar slab method then well diffusion assays.
All the L. plantarum strains did not reveal production hydrogen peroxide.

Key words: lactic acid bacteria, bacteriocin, Lactobacillus plantarum, antagonism, hy-
drogen peroxide, lactic acid

Zaakceptowano do druku — Accepted for print: 21.03.2005 r.

Do cytowania - For citation: Kraszewska J., Wzorek W., Sztando E., |Raczyriska-Cabaj A,
2005. Aktywnos¢ antagonistyczna bakterii fermentacji mlekowej z gatunku Lactobacillus planta-
rum. Acta Sci. Pol., Technol. Aliment. 4(1), 39-52.

Acta Sci. Pol.



