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Streszczenie. Celem pracy było określenie antagonistycznych właściwości 6 szczepów  
z gatunku Lactobacillus plantarum, używanych przez autorów w badaniach nad bioak-
tywnym napojem słodowym. Zastosowano metodę studzienkową i słupkową oraz zbada-
no możliwość produkcji przez badane szczepy nadtlenku wodoru. Antagonizm bakteryjny 
określano w stosunku do wybranych bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych oraz droż-
dży. Stwierdzono, że badane szczepy nie mają zdolności produkcji nadtlenku wodoru. 
Wszystkie szczepy L. plantarum hamują wzrost stosowanych bakterii wskaźnikowych,  
a powstałe strefy zahamowania wzrostu są prawdopodobnie wynikiem produkcji kwasu 
mlekowego przez bakterie antagonistyczne. Badane bakterie mlekowe nie wykazują inhi-
bicji wzrostu drożdży. Zaobserwowano również zróżnicowany poziom wrażliwości wśród 
mikroorganizmów wskaźnikowych należących do tego samego rodzaju lub gatunku. W me-
todzie słupkowej stwierdzano większe strefy zahamowania wzrostu niż w metodzie stu-
dzienkowej. 

Słowa kluczowe: bakterie fermentacji mlekowej, bakteriocyny, Lactobacillus plantarum, 
antagonizm, nadtlenek wodoru, kwas mlekowy 

WSTĘP 

Biologiczne przedłużanie trwałości żywności poprzez fermentację mlekową wyko-
rzystywane było przez człowieka już w czasach starożytnych. Wiele wyników badań  
z ostatniego dziesięciolecia potwierdza, iż zastosowanie odpowiednich szczepów bakterii 
mlekowych przyczynia się do wyeliminowania lub zahamowania rozwoju drobnoustro-
jów patogennych, toksynotwórczych oraz powodujących psucie się produktów spożyw-
czych [Lewus i Montville 1991, Tahara i in. 1996]. Dodatkowo wiedza na temat probio-
tyków oraz ich terapeutyczno-profilaktycznych właściwościach skłania do poszukiwa-
nia nowych szczepów bakterii fermentacji mlekowej o właściwościach prozdrowotnych. 
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Jednym z wymagań stawianym bakteriom probiotycznym jest aktywność antagoni-
styczna wobec bakterii gnilnych i chorobotwórczych [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, że większość bakterii fermentacji mlekowej charakteryzuje się sil-
nymi właściwościami antagonistycznymi uwarunkowanymi: 

– zdolnością do znacznego obniżania pH przewodu pokarmowego dzięki wytwarza-
niu metabolitów: kwasu mlekowego, octowego, propionowego,  

– syntezą nadtlenku wodoru, 
– produkcją bakteriocyn,  
– wytwarzaniem niskocząsteczkowych produktów przemiany materii takich, jak reu-

teryna, diacetyl, kwasy tłuszczowe. 
Syntetyzowane przez bakterie mlekowe związki wykazują hamujący wpływ na roz-

wój zarówno bakterii gram-dodatnich należących do Micrococcus, Staphylococcus, jak  
i bakterii gram-ujemnych, np. Shigella, Salmonella, Klebsiela, Escherichia [Ogunbanwo  
i in. 2003]. Czynnikiem hamującym wzrost bakterii gram-ujemnych są kwasy organicz-
ne produkowane przez bakterie mlekowe [Alakomi i in. 2000]. Bakterie mlekowe pro-
dukują również bakteriocyny, charakteryzujące się aktywnością antagonistyczną w sto-
sunku do bakterii gram-dodatnich [Abee i in. 1995]. 

Celem pracy było określenie antagonistycznych właściwości 6 szczepów z gatunku 
Lactobacillus plantarum wobec wybranych bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych, 
w tym również chorobotwórczych. Wytypowane szczepy bakterii mlekowych stosowa-
ne są również w innych naszych badaniach dotyczących fermentowanego napoju sło-
dowego. Określano także antagonizm badanych szczepów w stosunku do innych bakte-
rii fermentacji mlekowej. 

MATERIAŁY I METODY 

Bakterie antagonistyczne (bakterie fermentacji mlekowej) oraz mikroorganizmy 
wskaźnikowe (bakterie gram-dodatnie i gram-ujemne) uaktywniano z zamrożonych  
(–75°C) 18-godzinnych hodowli zawierających 20% glicerolu, dwukrotnie pasażując je 
w odpowiednim podłożu (tab. 1). Bakterie wskaźnikowe (poza bakteriami mlekowymi) 
użyte w doświadczeniu hodowano na bulionie wzbogaconym [Klewicka i in. 1999], 
drożdże Candida albicans – na ekstrakcie drożdżowym z agarem i podłożu Sabourauda 
(bioMerieux) [Ogubanwo i in. 2003, Navarro i in. 2000], prowadząc inkubację w wa-
runkach podanych w tabeli 1. Bakterie fermentacji mlekowej hodowano na podłożu 
MRS lub MRS-0,2 (podłoże MRS zawierające 0,2% glukozy zamiast 2%) stosowanym 
w celu zahamowania syntezy kwasu mlekowego. Warunki beztlenowe stworzono uży-
wając anaerostatów firmy bioMerieux. 

Do badań w ramach niniejszej pracy zastosowano podłoża stałe z tego powodu, iż 
produkty metabolizmu bakterii mlekowych o właściwościach antagonistycznych mają 
możliwość równomiernego rozprzestrzeniania się w środowisku żelowym oraz że bak-
terie mlekowe produkują większą ilość bakteriocyn na podłożach stałych niż w podło-
żach płynnych [Strus 1998]. 
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W badaniach antagonizmu międzyszczepowego stosowano metodę studzienkową 
[Klewicka i in. 1999], a także zmodyfikowaną metodę słupkową zaproponowaną przez 
Strus [1998]. 

Tabela 1. Szczepy mikroorganizmów antagonistycznych i wskaźnikowych użytych w doświad-
czeniu oraz warunki ich hodowli 
Table 1. Strains of antagonistic and indicator microorganisms were used in experiment and their 
condition of culture 

Szczep  
Strains 

Pochodzenie  
Origin 

Warunki hodowli  
Condition of culture 

1 2 3 

Szczepy antagonistyczne – Antagonistic strains: 

Lactobacillus plantarum 44 ZBiMŻ MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus plantarum 1 IBPRS MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus plantarum 299 v ProViva MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus plantarum 4080 ATCC MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus plantarum B. 01149  NCAIM MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus plantarum B. 01834  NCAIM MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Szczepy wskaźnikowe – Indicator strains: 

• Bakterie fermentacji mlekowej – Lactic acid bacteria: 

Lactobacillus acidophilus La5 Chr. Hansen MRS, 37ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus acidophilus Lac 4  Ezal MRS, 37ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus casei subsp. casei Biolacta – Texel  MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus brevis Biolacta – Texel MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactobacillus helveticus Biolacta – Texel  MRS, 37ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactococcus lactis subsp. lactis Biolacta – Texel  MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Lactococcus lactis subsp. cremoris Biolacta –Texel  MRS, 28ºC, beztlenowo – anaerobic 

Bifidobacterium BB-12 Chr. Hansen  MRS, 37ºC, beztlenowo – anaerobic 

• Bakterie gram-dodatnie – Gram-positive bacteria 

Staphylococcus aureus 25923 ATCC Bulion wzbogacony – Enrichment broth, 37ºC 

Staphylococcus aureus 6538P ATCC Bulion wzbogacony – Enrichment broth, 37ºC 

Staphylococcus epidermidis 12228 ATCC Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC 

Microccocus sp. ART-Olsztyn Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 30ºC 

Bacillus subtilis 6633 ATCC Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 30ºC 

Bacillus cereus 11778 ATCC Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 30ºC 
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1 2 3 

Bacillus pumilus 8241 ATCC Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 30ºC 

Bacillus megaterium  PZH Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 30ºC 

Enterococcus faecalis 29212 ATCC Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37 ºC  
beztlenowo – anaerobic 

Sarcina lutea B6 PZH Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 30ºC 

• Bakterie gram-ujemne – Gram-negative bacteria 

Escherichia coli 25922 ATCC Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC  

Escherichia coli DH5α IBB Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC 

Salmonella enteritidis PZH Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC 

Salmonella typhi ART-Olsztyn Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC 

Klebsiella ornithinolytica PZH Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC 

Citrobacter freundii 488 WSSE  Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC 

Pseudomonas fluorescens 16/94  PZH Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 30 ºC 

Proteus mirabilis 180 WSSE Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC 

Serratia marcescens S1 OBRB Bulion wzbogacony– Enrichment broth, 37ºC 

• Drożdże – Yeast 

Candida albicans 10231 ATCC ekstrakt drożdżowy z agarem, podłoże Sabourauda, 
yeast extract agar, Sabouraud medium, 37ºC 

 
ATCC – American Type Culture Collection; NCAIM - National Collection Agricultural and Industrial 

Microorganisms, Budapest; ProViva – Skane Dairy, Szwecja; IBPRS – Instytut Biotechnologii Przemysłu 
Rolno-Spożywczego,Warszawa; Biolacta – Texel, Olsztyn; IBB – Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, War-
szawa; ZBiMŻ – Zakład Biotechnologii i Mikrobiologii Żywnośći, SGGW Warszawa; PZH – Państwowy 
Zakład Higieny, Warszawa; WSSE – Wojewódzka Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna, Warszawa; OBRB – 
Ośrodek Badawczo-Rozwojowy Biotechnologii, Warszawa; Chr. Hansen – Czosnów; Ezal – Francja. 

Metoda słupkowa 

Do kolbki zawierającej 40 cm3 rozpławionego i ochłodzonego podłoża MRS (2% 
agaru) dodawano 4 cm3 24-godzinnej hodowli bakterii mlekowych, zawartość kolbki 
mieszano, wylewano na szalkę Petriego i inkubowano w anaerostatach w 28ºC. Po 24- 
-godzinnej inkubacji w płytkach agarowych wycinano słupki o średnicy 11 mm, które 
następnie przenoszono na płytki z uprzednio wylanym (20 cm3) podłożem (1,5% agar) 
zawierającym 0,02 cm3 24-godzinnej hodowli szczepu wskaźnikowego. Płytki inkubo-
wano w 37ºC. Po 24-godzinnej inkubacji, mierzono średnice stref zahamowania wzro-
stu mikroorganizmów wskaźnikowych, a wyniki podawano w milimetrach po odjęciu 
średnicy słupka. 
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Metoda studzienkowa 

Na płytkę wylewano 20 cm3 podłoża (1,5% agar) uprzednio zaszczepionego 24- 
-godzinną hodowlą szczepu wskaźnikowego (0,02 cm3), następnie w podłożu wycinano 
studzienki o średnicy 11 mm. Na dno studzienki wprowadzano 0,02 cm3 agaru o stęże-
niu 1-procentowym, a następnie 0,1 cm3 24-godzinnej hodowli szczepu antagonistycz-
nego i ponownie 0,02 cm3 agaru o stężeniu 1-procentowym. Po 24-godzinnej inkubacji, 
mierzono średnice stref zahamowania wzrostu mikroorganizmów wskaźnikowych,  
a wyniki podawano w milimetrach po odjęciu średnicy studzienki. 

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

Do 100 cm3 rozpuszczonego i ochłodzonego podłoża MRS dodawano 25 mg kwasu 
2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABS) firmy Sigma oraz 1 mg 
peroksydazy (Sigma). Następnie metodą posiewu redukcyjnego nanoszono na płytki 
bakterie fermentacji mlekowej. Płytki inkubowano w 28ºC w anaerostatach. Po 48- 
-godzinnej inkubacji płytki wyjmowano z anaerostatów i pozostawiano w temperaturze 
pokojowej na 5-8 godzin. W wypadku wyniku dodatniego (produkcja nadtlenku wodo-
ru) podłoże wokół rosnących kolonii, a niekiedy i kolonie bakterii, zabarwi się na fiole-
towo. Jako próbę kontrolną stosowano podłoże MRS zawierające ABS, peroksydazę  
i 3% H2O2. 

Wykonano 5 serii doświadczeń, każdą w dwóch powtórzeniach. Wyliczano średnią 
arytmetyczną oraz odchylenie standardowe. 

WYNIKI I DYSKUSJA 

W pierwszej części doświadczenia badano tzw. izoantagonizm wśród bakterii fer-
mentacji mlekowej. Celem badania było określenie możliwości komponowania różnych 
szczepów bakterii mlekowych w szczepionkach starterowych przy założeniu, że użyta 
kultura nie powinna powodować eliminacji szczepu wrażliwego. Jako mikroorgani-
zmów antagonistycznych użyto szczepów z gatunku Lactobacillus plantarum, stosowa-
nych w innych naszych badaniach dotyczących bioaktywnych napojów słodowych. 
Wyniki uzyskane metodą słupkową i studzienkową (tab. 2 i 3) pozwalają stwierdzić, że 
każdy z badanych szczepów z gatunku Lactobacillus plantarum ma zdolność hamowa-
nia wzrostu stosowanych bakterii z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus i Bifidobacte-
rium, jednak ich antagonistyczne oddziaływania są słabe w porównaniu z działaniem  
w stosunku do bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych, w tym także chorobotwór-
czych. Otrzymane strefy zahamowania wzrostu są większe jeżeli stosujemy metodę 
słupkową (rys. 1). 

Ogunbanwo i in. [2003] podają, że bakterie z rodzaju Lactobacillus charakteryzują 
się silnymi właściwościami antagonistycznymi w stosunku do mikroorganizmów po-
wodujących psucie się żywności oraz patogennych.  

Na podstawie uzyskanych wyników (zarówno metodą słupkową, jak i studzienkową) 
można stwierdzić, że każdy z badanych szczepów z gatunku Lactobacillus plantarum 
wykazuje szerokie spektrum antagonistycznego działania w stosunku do zastosowanych  
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Tabela 2. Aktywność antagonistyczna szczepów z gatunku Lactobacillus plantarum w stosunku 
do innych bakterii fermentacji mlekowej – metoda słupkowa, MRS (2% glukozy) 
Table 2. Antagonistic activity of Lactobacillus plantarum strains against other lactic acid bacteria 
– agar slab method, MRS (2% glucose) 

Szczepy – strefy  
zahamowania wzrostu 

Strains – zones inhibition 
mm 

L.p. 44 L.p. 1 L.p. 299 v L.p. ATCC 
4080 

L.p. NCAIM 
B. 01449 

L.p. NCAIM 
B. 01834 

L.p. 44 nb 4,4 (± 0,55) 4,2 (± 0,45) 4,8 (± 0,45)  2,4 (± 0,55) 3,2 (± 0,45) 

L.p. 1  2,6 (± 0,55) nb 3,2 (± 0,45) 3,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 2,8 (± 0,45) 

L.p. 299 v 3,2 (± 0,45) 3,4 (± 0,89) nb 2,8 (± 0,45) 1,8 (± 0,45) 3,2 (± 0,45) 

L.p. ATCC 4080 4,2 (± 0,45) 1,0 (± 0,00) 4,8 (± 0,45) nb 1,8 (± 0,45) 2,8 (± 0,45) 

L.p. NCAIM B. 01149 4,8 (± 0,45) 3,8 (± 0,45) 6,2 (± 0,45) 6,2 (± 0,45) nb 4,2 (± 0,45) 

L.p. NCAIM B. 01834 4,8 (± 0,45) 5,4 (± 0,89) 7,2 (± 0,84) 4,2 (± 0,45) 4,4 (± 0,55) nb 

Lc. cremoris 2,6 (± 0,55) 4,4 (± 0,89) 4,8 (± 0,45) 3,4 (± 0,55) 2,8 (± 0,45) 3,8 (± 0,45) 

L. helveticus 3,4 (± 0,55) 2,8 (± 0,45) 6,4 (± 0,55) 3,2 (± 0,45)  2,2 (± 0,45) 4,8 (± 0,84) 

L. casei 3,2 (± 0,45) 2,6 (± 0,55) 5,2 (± 0,84) 4,0 (± 0,71) 2,2 (± 0,45) 4,2 (± 0,84) 

Lc. lactis 1,2 (± 0,45) 2,2 (± 0,45) 2,2 (± 0,45) 2,0 (± 0,71) 1,4 (± 0,89) 1,2 (± 0,45) 

Bifidobacterium BB-12 1,4 (± 0,55) 3,0 (± 0,00) 2,8 (± 0,84) 2,6 (± 0,55) 1,4 (± 0,55) 1,2 (± 0,45) 

L. brevis 1,4 (± 0,55) 1,6 (± 0,55) 1,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 1,6 (± 0,55) 1,2 (± 0,45) 

L. acidophilus La 5 2,4 (± 0,55) 3,6 (± 0,55) 3,8 (± 0,45) 3,4 (± 0,45) 3,2 (± 0,55) 3,4 (± 0,55) 

L. acidophilus Lac 4 1,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 1,0 (± 0,00) 1,2 (± 0,00) 

L. bulgaricus 2,4 (± 0,55) 3,6 (± 0,55) 4,4 (± 0,55) 3,2 (± 0,45) 4,4 (± 0,55) 2,8 (± 0,45) 
 
Wyniki podano jako średnią arytmetyczną z 5 serii. 
(±) – odchylenie standardowe. 
nb – nie badano. 
The results were provided as arithmetic mean from 5 series. 
(±) – standard deviation. 
nb – not detected. 
 

drobnoustrojów wskaźnikowych. Badane bakterie hamowały wzrost zarówno bakterii 
gram-dodatnich, jak i gram-ujemnych, jednak poziom tej aktywności był zróżnicowany, 
podobnie jak wrażliwość drobnoustrojów wskaźnikowych.  

W metodzie słupkowej (tab. 4) najbardziej wrażliwym z badanych szczepów bakterii 
gram-ujemnych okazał się szczep Pseudomonas fluorescens, o czym świadczą naj-
większe strefy zahamowania wzrostu (20,8-25,4 mm), a najmniejszą wrażliwością 
charakteryzowały się Klebsiella ornithinolytica (4,4-6,4 mm) oraz Salmonella typhi 
(4,0-5,8 mm). Wśród badanych bakterii gram-dodatnich najmniejszą opornością odzna-
czał się szczep Staphylococcus epidermidis, dając strefy przejaśnienia 19,4-21,2 mm,  
a największą opornością szczepy Sarcina lutea (3,8-5,8 mm) oraz Bacillus megaterium 
(3,6-5,6 mm). 
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Tabela 3. Aktywność antagonistyczna szczepów 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  
zahamowania wzrostu 

Strains – zones inhibition 
mm 

L.p. 44 L.p. 1 L.p. 299 v L.p. ATCC 
4080 

L.p. NCAIM 
B. 01449 

L.p. NCAIM 
B. 01834 

L.p. 44 nb 2,2 (± 0,55) 2,2 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 1,6 (± 0,55) 1,6 (± 0,55) 

L.p. 1  1,8 (± 0,45) nb 1,6 (± 0,55) 2,6 (± 0,55) 1,2 (± 0,45) 1,4 (± 0,55) 

L.p. 299 v 1,4 (± 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) 

L.p. NCAIM B. 01149 2,2 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 2,4 (± 0,55) 1,8 (± 0,45) nb 2,4 (± 0,55) 

L.p. NCAIM B. 01834 2,2 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 2,2 (± 0,45) 2,8 (± 0,45) 3,0 (± 0,00) nb 

Lc. cremoris 1,6 (± 0,55) 2,4 (± 0,55) 2,6 (± 0,55) 2,6 (± 0,55) 1,6 (± 0,55) 1,8 (± 0,45) 

L. helveticus 1,8 (± 0,45) 1,4 (± 0,55) 3,2 (± 0,45) 1,4 (± 0,55) 1,2 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 

L. casei 2,6 (± 0,55) 1,6 (± 0,55) 3,4 (± 0,55) 2,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 

Lc. lactis 1,0 (± 0,00) 1,2 (± 0,45) 1,4 (± 0,55) 1,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 1,0 (± 0,00) 

Bifidobacterium BB-12 1,2 (± 0,45) 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 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 1,0 (± 0,00) 1,2 (± 0,45) 1,0 (± 0,00) 

L. acidophilus La 5 1,2 (± 0,45) 2,2 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 2,2 (± 0,45) 2,0 (± 0,71) 1,6 (± 0,55) 

L. acidophilus Lac 4 2,4 (± 0,55) 2,6 (± 0,55) 2,6 (± 0,55) 1,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 1,2 (± 0,45) 

L. bulgaricus 1,4 (± 0,55) 2,2 (± 0,45) 2,6 (± 0,55) 1,8 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 1,4 (± 0,55) 
 
Wyniki podano jako średnią arytmetyczną z 5 serii. 
(±) – odchylenie standardowe. 
nb – nie badano. 
The results were provided as arithmetic mean from 5 series. 
(±) – standard deviation. 
nb – not detected. 
 
Stwierdzono zróżnicowany poziom wrażliwości wśród mikroorganizmów wskaźni-

kowych z tego samego rodzaju, jak i gatunku. Na przykład wśród czterech różnych 
gatunków rodzaju Bacillus, a mianowicie: B. subtilis, B. cereus, B. pumilus i B. megate-
rium obserwowano różne wielkości stref przejaśnienia, odpowiednio 8,0-10,4 mm, 9,2- 
-10,8 mm, 5,4-7,0 mm i 3,6-5,6 mm. Wśród badanych gatunków z rodzaju Salmonella 
występowała ta sama tendencja. Wielkość stref zahamowania wzrostu wynosiła dla 
Salmonelli enteritidis 8,2-9,8 mm, natomiast dla Salmonelli typhi 4,0-5,8 mm. Zróżni-
cowanie szczepowe w obrębie tego samego gatunku obserwowano dla S. aureus, gdzie 
strefy zahamowania wzrostu wynosiły dla szczepu S. aureus ATCC 25923 5,6-7,2 mm, 
podczas gdy dla S. aureus ATCC 6538P – 8,6-10,8 mm. Wrażliwość E. coli ATCC 
25922 i E. coli DH5α na metabolity antagonistyczne bakterii fermentacji mlekowej była 
podobna i wynosiła odpowiednio 10,8-13,0 mm i 11,6-14,0 mm. Sugeruje to, że badane 
szczepy Lactobacillus plantarum mogą wykazywać podobną aktywność antagonistyczną  
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Rys. 1. Przykład aktywności antagonistycznej szczepu Lactobacillus plantarum 44 : A) metoda 
słupkowa, jako mikroorganizm wskaźnikowy E. coli ATCC 25923, B) metoda studzienkowa, 
jako mikroorganizm wskaźnikowy E. coli ATCC 25923, C) metoda słupkowa, jako mikroorga-
nizm wskaźnikowy L. plantarum NCAIM B. 01834, D) metoda studzienkowa, jako mikroorga-
nizm wskaźnikowy 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 szczepów z gatunku E. coli, a nie jedynie w stosunku do bada-
nych szczepów.  

Dane literaturowe [Annuk i in. 2003] potwierdzają zaobserwowane zróżnicowanie 
szczepowe bakterii wskaźnikowych dotyczące wrażliwości na metabolity bakterii anta-
gonistycznych. 
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Tabela 4. Aktywność antagonistyczna szczepów z gatunku Lactobacillus plantarum w stosunku 
do mikroorganizmów wskaźnikowych – metoda słupkowa, 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 

Strains – zones inhibition 
mm 

L.p. 44 L.p. 1 L.p. 299 v L.p. ATCC 
4080 

L.p. NCAIM 
B. 01449 

L.p NCAIM  
B. 01834 

Bakterie gram-dodatnie – Gram-positive bacteria 

S. aureus ATCC 25923 6,2 (± 0,84) 6,8 (± 1,10) 7,2 (± 0,84) 6,8 (± 0,84) 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 
12228 

21,0 (± 1,00) 20,2 (± 0,84) 20,4 (± 0,55) 21,2 (± 0,84) 19,4 (± 0,89) 20,4 (± 0,89) 

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) 5,4 (± 0,55) 
B. megaterium 4,0 (± 1,00) 5,0 (± 1,00) 5,6 (± 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 (± 1,22) 
S. lutea B6 4,2 (± 0,84) 5,8 (± 0,84) 5,0 (± 0,71) 4,2 (± 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 DH5α 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 (± 0,45) 9,2 (± 0,45) 8,2 (± 0,45) 8,6 (± 0,55) 
S. typhi 5,4 (± 0,55) 5,8 (± 0,84) 4,8 (± 0,45) 5,4 (± 0,55) 4,0 (± 0,71) 4,2 (± 0,84) 
K. ornithinolytica 4,4 (± 0,55) 5,6 (± 0,55) 6,4 (± 0,89) 4,6 (± 0,89) 5,0 (± 0,71) 4,8 (± 0,45) 
C. freundii 488 5,8 (± 0,84) 6,8 (± 0,45) 7,4 (± 0,55) 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 5,4 (± 0,55) 6,4 (± 0,89) 6,0 (± 0,71) 6,4 (± 0,89) 6,0 (± 1,00) 5,6 (± 0,55) 
S. marcescens S1 5,2 (± 0,84) 7,0 (± 1,00) 6,0 (± 1,00) 6,0 (± 1,00) 5,0 (± 0,71) 4,8 (± 0,45) 

Drożdże – Yeast 

C. albicans ATCC 10231 brak 
absence 

brak 
absence 

brak 
absence 

brak 
absence 

brak 
absence 

brak 
absence 

 
Wyniki podano jako średnią arytmetyczną z 5 serii. 
(±) – odchylenie standardowe. 
The results were provided as arithmetic mean from 5 series. 
(±) – standard deviation. 
 
Zbadano również właściwości antagonistyczne stosowanych bakterii fermentacji 

mlekowej w stosunku do drożdży Candida albicans. Stosowano metodę słupkową oraz 
dwa podłoża (ekstrakt drożdżowy z agarem i podłoże Sabouranda). Brak stref zahamo-
wania wzrostu na obydwu podłożach wskazuje na dużą odporność badanych drożdży na 
związki o charakterze antagonistycznym produkowane przez bakterie mlekowe.  

Usajewicz [1998] podaje, że pałeczki mlekowe z rodzaju Lactobacillus, dzięki pro-
dukowanym związkom, hamują lub ograniczają wzrost drożdży Candida albicans. 
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Ogunbanwo i in. [2003] obserwowali hamujący wpływ szczepu Lactobacillus brevis 
OG1 w stosunku do bakterii gnilnych, a także patogennych oraz brak stref zahamowania 
wzrostu szczepu Candida albicans ATCC 10231 używanego również w niniejszej pracy. 

W badaniach nad antagonizmem, oprócz metody słupkowej, posłużono się równole-
gle metodą studzienkową (tab. 5). Stwierdzono, że efektywność inhibicji wzrostu szczepu 

Tabela 5. Aktywność antagonistyczna szczepów z gatunku Lactobacillus plantarum w stosunku 
do mikroorganizmów wskaźnikowych – 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 

Strains – zones inhibition 
mm 

L.p. 44 L.p. 1 L.p. 299 v L.p. ATCC 
4080 

L.p. NCAIM 
B. 01449 

L.p. NCAIM 
B. 01834 

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 
12228 

13,2 (± 0,45) 13,2 (± 0,45) 11,6 (± 0,55) 13,0 (± 0,71) 13,6 (± 0,55) 13,4 (± 0,55) 

Micrococcus sp. 5,0 (± 0,71) 4,4 (± 0,55) 5,2 (± 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 (± 0,45) 3,6 (± 0,55) 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) 6,2 (± 0,84) 6,8 (± 0,84) 6,2 (± 0,45) 6,4 (± 0,55) 
B. megaterium  5,6 (± 0,55) 6,2 (± 0,84) 6,0 (± 0,71) 6,4 (± 0,55) 7,2 (± 0,45) 7,0 (± 0,71) 
E. faecalis ATCC 29212 7,2 (± 0,41) 6,8 (± 0,41) 7,3 (± 0,82) 7,2 (± 0,41) 7,7 (± 0,52) 6,8 (± 0,41) 
S. lutea B6 7,2 (± 0,84) 6,4 (± 0,55) 6,4 (± 0,55) 7,0 (± 0,71) 7,2 (± 0,45) 7,2 (± 0,75) 

Bakterie gram-ujemne – Gram-negative bacteria 

E. coli ATCC 25922 3,4 (± 0,55) 4,0 (± 0,71) 4,2 (± 0,45) 3,8 (± 0,84) 2,6 (± 0,55) 2,4 (± 0,55) 
E. coli DH5α 3,2 (± 0,84) 2,8 (± 0,84) 2,6 (± 0,55) 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 (± 0,71) 3,2 (± 0,45) 2,8 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 2,8 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 
C. freundii 488 3,2 (± 0,45) 4,2 (± 0,45) 3,6 (± 0,55) 2,6 (± 0,55) 2,8 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 
P. fluorescens 16/94 3,2 (± 0,45) 4,2 (± 0,84) 3,4 (± 0,55) 2,6 (± 0,55) 3,6 (± 0,89) 3,0 (± 0,00) 
P. mirabilis 180 1,8 (± 0,84) 2,8 (± 0,84) 2,0 (± 0,71) 1,6 (± 0,55) 1,2 (± 0,45) 2,2 (± 0,45) 
S. marcescens S1 1,8 (± 0,45) 2,4 (± 0,55) 2,2 (± 0,45) 2,8 (± 0,45) 2,6 (± 0,55) 1,4 (± 0,55) 

Drożdże – Yeast 

C. albicans ATCC 10231 nb nb nb nb nb nb 
 
Wyniki podano jako średnią arytmetyczną 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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wskaźnikowego przejawiająca się strefami zahamowania wzrostu zależała nie tylko od 
wrażliwości badanego szczepu wskaźnikowego, ale i od zastosowanej metody badaw-
czej. W metodzie studzienkowej (rys. 1) uzyskano mniejsze strefy przejaśnienia, co 
może być spowodowane wysychaniem hodowli szczepu antagonistycznego w studzien-
kach, a w konsekwencji zahamowaniem wzrostu i syntezy produktów antagonistycz-
nych lub też użyciem do doświadczenia mniejszej ilości hodowli szczepu antagoni-
stycznego w porównaniu z metodą słupkową. Inną przyczyną powstawania większych 
stref zahamowania wzrostu w metodzie słupkowej może być większa koncentracja 
substancji antagonistycznych, powstała na skutek mniejszej powierzchni styku słupka  
z powierzchnią płytki agarowej zaszczepionej mikroorganizmami wskaźnikowymi.  
W metodzie słupkowej stwierdzano większe strefy zahamowania, charakteryzujące się 
również większym zróżnicowaniem. Np. w metodzie słupkowej P. fluorescens cecho-
wał się największymi strefami zahamowania (20,8-25,4 mm), podczas gdy w metodzie 
studzienkowej średnice stref dla P. fluorescens wynosiły 2,6-4,2 mm. Jak zauważyła 
wcześniej Strus [1998] metoda słupkowa umożliwia po przeniesieniu drobnoustrojów 
antagonistycznych w słupku agarowym dalszy ich wzrost, równoległy do wzrostu bak-
terii wskaźnikowych. 

Messi i in. [2001] stwierdzili dużą aktywność antagonistyczną szczepu L. plantarum 
35d w stosunku do S. aureus, L. monocytogenes, E. faecalis i A. hydrophila.  

Todorov i in. [1999] podają, że L. plantarum ST 31 produkuje bakteriocynę hamują-
cą wzrost innych gatunków należących do rodzaju Lactobacillus, a także z rodzaju 
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Bacillus i Staphylococcus.  

Właściwości antagonistyczne badanych szczepów z gatunku Lactobacillus planta-
rum w stosunku do mikroorganizmów wskaźnikowych (obserwowane zarówno w me-
todzie studzienkowej, jak i słupkowej) mogą wynikać z hamującego wpływu produktów 
metabolizmu tych bakterii takich, jak kwasy organiczne (głównie kwas mlekowy), nad-
tlenek wodoru, ale także bakteriocyn [Messens i Vuyst 2002, Brauncajs i in. 2001]. 
Nadtlenek wodoru wykazuje zróżnicowane właściwości hamujące w stosunku do nie-
których mikroorganizmów patogennych zanieczyszczających żywność. Jego prze-
ciwdrobnoustrojowy efekt wynika z wytwarzania bardziej aktywnych i toksycznych dla 
komórki rodników hydroksylowych [Klewicka i Libudzisz 1998].  

W celu dokładnego określenia przyczyny występującego antagonizmu, przede 
wszystkim zbadano zdolność syntezy nadtlenku wodoru przez stosowane szczepy. Ża-
den z 6 badanych szczepów Lactobacillus plantarum nie wytwarzał w/w związku,  
o czym świadczy brak zmiany barwy podłoża na kolor fioletowy (wyników nie za-
mieszczono). 

W dalszej części doświadczenia postanowiono sprawdzić czy obserwowana aktyw-
ność antagonistyczna jest wynikiem hamującego wpływu produkowanego kwasu mle-
kowego lub/i bakteriocyn. Wielu naukowców, w celu ograniczenia produkcji kwasu 
mlekowego przez badane szczepy, stosowało podłoże MRS zawierające 0,2% glukozy 
[Schillinger i Lűcke 1989, Çon i Gökalp 2000, Çon i in. 2001]. Z kolei hodując bakterie 
mlekowe w warunkach beztlenowych minimalizuje się powstawanie nadtlenku wodoru 
oraz kwasu octowego [Çon i in. 2001, Kot i in. 2000].  

Lewus i Montville [1991] zaobserwowali, że używając podłoża MRS uzyskiwano 
większe strefy zahamowania wzrostu bakterii wskaźnikowych niż stosując podłoże 
TSAYE (bez glukozy), wzbogacone w 0,5% ekstraktu drożdżowego. Zastosowanie pod-
łoża TSAYE, wg autorów, eliminowało inhibicję mikroorganizmów wskaźnikowych 
przez kwas mlekowy. Podłoże to stosowali również w badaniach Navarro i in. [2000]. 
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Schillinger i Lűcke [1989] badali możliwość produkcji bakteriocyn oraz spektrum 
ich działania stosując supernatant uzyskany z hodowli prowadzonej na podłożu MRS 
oraz MRS-0,2. Supernatant uzyskany z hodowli na zwykłym podłożu MRS dawał więk-
sze strefy zahamowania w stosunku do uzyskanego z hodowli na podłożu zawierającym 
obniżoną ilość glukozy. 

W naszych doświadczeniach, w celu ograniczenia produkcji kwasu mlekowego, za-
stosowano również podłoże MRS-0,2. Ponieważ badane szczepy nie produkują nadtlenku 
wodoru, powstałe ewentualnie strefy zahamowania byłyby wynikiem działania bakte-
riocyn. Brak stref przejaśnienia w badaniach z MRS-0,2, obserwowany w obydwu me-
todach, sugeruje brak produkcji aktywnych bakteriocyn w stosunku do badanych szcze-
pów wskaźnikowych przez wybrane bakterie z gatunku L. plantarum. Z powodu braku 
stref zahamowania wzrostu we wszystkich wypadkach, wyników nie zamieszczono. 

WNIOSKI 

1. Wszystkie badane szczepy z gatunku L. plantarum (używane w innych naszych 
badaniach dotyczących produkcji bioaktywnego napoju słodowego) wykazywały anta-
gonistyczne właściwości w stosunku do badanych bakterii gram-dodatnich i gram- 
-ujemnych, w tym również chorobotwórczych. 

2. Badane bakterie fermentacji mlekowej nie wykazywały zdolności hamowania 
wzrostu drożdży Candida albicans ATCC 10231. 

3. Zaobserwowano zróżnicowany poziom wrażliwości wśród mikroorganizmów 
wskaźnikowych zarówno tego samego rodzaju, jak i gatunku na metabolity produkowa-
ne przez badane szczepy bakterii fermentacji mlekowej. 

4. Wszystkie badane szczepy bakterii mlekowych wykazywały słabą inhibicję w sto-
sunku do innych użytych bakterii fermentacji mlekowej. 

5. Otrzymane w metodzie słupkowej strefy przejaśnienia były większe w porówna-
niu ze strefami stwierdzanymi w metodzie studzienkowej. 

6. Wydaje się, iż otrzymane strefy zahamowania wzrostu bakterii wskaźnikowych są 
spowodowane hamującym wpływem 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 
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