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WPLYW WARUNKOW HODOWLI SZCZEPOW Z GATUNKU
LACTOBACILLUS PLANTARUM NA ICH AKTYWNOSC
ANTAGONISTYCZNA

Streszczenie

Obecnie duzym zainteresowaniem cieszy si¢ zywno$¢ funkcjonalna, do ktérej naleza m.in. produkty
zawierajace zywe kultury bakterii probiotycznych (np. bakterie fermentacji mlekowej). Bakterie
fermentacji mlekowej odgrywaja kluczowa rol¢ podczas naturalnej konserwacji produktéw spozywczych.
Drobnoustroje te wytwarzaja wiele zwiazkéw o wlasciwosciach antagonistycznych wobec bakterii
gnilnych i chorobotwérczych, a takze drozdzy i ples$ni. Zdolno$¢ produkcji przez bakterie fermentacji
mlekowej metabolitow antagonistycznych zalezy od wielu czynnikéw m.in. temperatury i czasu hodowli
bakterii.

Celem pracy bylo okreslenia wptywu warunkéw (temperatury, czasu) hodowli szczepéw z gatunku
Lactobacillus plantarum na wtasciwosdci antagonistyczne w stosunku do bakterii gram-dodatnich oraz
gram-ujemnych.

Stwierdzono, ze badane szczepy hamuja wzrost stosowanych bakterii wskaznikowych. Wykazano
wplyw czasu oraz temperatury inkubacji bakterii fermentacji mlekowej na ich dzialanie antagonistyczne
w stosunku do bakterii wskaznikowych. Najwigksze strefy zahamowania wzrostu obserwowano - na ogét
- stosujac 48-godzinng inkubacjg bakterii fermentacji mlekowej w temperaturze 37°C. Badane szczepy
Lactobacillus plantarum inkubowane w temp. 6°C nie wykazywaty zdolno$ci hamowania wzrostu bakterii
E. coli ATCC 25922, P. mirabilis 180, K. ornithinolytica.

Stowa kluczowe: probiotyki, bakterie fermentacji mlekowej, Lactobacillus plantarum, antagonizm

Wprowadzenie

Zastosowanie bakterii fermentacji mlekowej w produkcji Zzywnosci przyczynia si¢
do wyeliminowania lub zahamowania rozwoju drobnoustrojéw toksynotwdrczych,
patogennych oraz powodujacych psucie si¢ produktéw spozywczych. Udziat bakterii
fermentacji mlekowej w konserwowaniu zywno$ci zwiazany jest z hamujacym
wptywem produkowanych przez nie metabolitow. Do zwiazkéw o charakterze
antagonistycznym, produkowanych przez bakterie fermentacji mlekowej naleza m.in.:
kwas mlekowy i octowy [1], kwas 2-pirolidono-5-karboksylowy [15], kwasy
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tluszczowe [5], kwas fenylomlekowy i 4-hydroksyfenylomlekowy [14], nadtlenek
wodoru [3], bakteriocyny [2], diacetyl [6], aldehyd octowy, etanol [13], kwas
benzoesowy, 5-metylohydantoina, lakton kwasu mewalonowego [12]. Wedlug danych
literaturowych [7, 8] zdolno$¢ bakterii fermentacji mlekowej do syntezy zwiazkéw o
wiasciwosciach antagonistycznych zalezy nie tylko od szczepu bakterii, ale rowniez od
warunkéw S$rodowiska, fizycznych i chemicznych, takich jak: wiek hodowli (faza
wzrostu drobnoustrojow), sktad podioza, pH S$rodowiska, temperatura czy czas
inkubacji.

Celem pracy bylo okre$lenie antagonistycznej aktywnos$ci szczepéw z gatunku
Lactobacillus plantarum w zaleznosci od temperatury i czasu hodowli bakterii
fermentacji mlekowe;j.

Material i metody badan

W badaniach stosowano szczepy nalezace do gatunku Lactobacillus plantarum:
L. plantarum 44, L. plantarum 299v, L. plantarum ATCC 4080, L. plantarum NCAIM
B.01834, L. plantarum NCAIM B. 01149.

Jako drobnoustroje wskaznikowe zastosowano bakterie gram-dodatnie:
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus
cereus ATCC 11778, Bacillus pumilus ATCC 8241, Bacillus megaterium,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 oraz gram-ujemne pateczki z gatunkéw:
Escherichia coli ATCC 25922, Citrobacter freundii 488, Pseudomonas fluorescens
16/94, Proteus mirabilis 180, Klebsiella ornithinolytica.

Wiasciwosci antagonistyczne bakterii fermentacji mlekowej badano metoda
stupkowa [9]. Celem okreslenia wplywu czasu inkubacji bakterii fermentacji mlekowe;j
na syntez¢ substancji antagonistycznych 24-godzinng hodowl¢ posiewano na podtoze
MRS i inkubowano w temp. 28°C przez 24, 48 oraz 72 godz. Do okreslenia wptywu
temperatury inkubacji hodowle szczepéw z gatunku L. plantarum prowadzono przez
48 godz. w temp. 6, 22 oraz 37°C. Nastgpnie z podtoza z wyrosta hodowla bakterii
fermentacji mlekowej wycinano stupki i przenoszono na ptytki z zestalonym bulionem
wzbogaconym (BTL Sp.z o.0. Zaklad Enzyméw i Peptondéw) zawierajacym 24-
godzinna hodowle szczepu wskaznikowego. W ten sposéb przygotowane hodowle
inkubowano w temp. 37°C przez 24 godz. w anaerostatach. Po tym czasie mierzono
srednicg strefy zahamowania wzrostu szczepu wskaznikowego (testowego). Wynik
podawano w mm po odjgciu $rednicy stlupka. Wykonano sze$¢ serii do§wiadczen,
kazda w dwoéch powtdrzeniach. Wyliczono wartosci S$rednie oraz odchylenia
standardowe.

Wiyniki i dyskusja

Wptyw czasu inkubacji wybranych szczepéw z gatunku Lactobacillus plantarum
na ich wilasciwosci antagonistyczne przedstawiono w tab. 1. Kazdy z badanych



Wielko$¢ stref zahamowania wzrostu szczepéw testowych determinowana czasem inkubacji bakterii fermentacji mlekowej [mm].
Zones inhibition growth of test bacteria was determined by incubation time of lactic acid bacteria [mm].

Tabela 1

Szczepy testowe

Test strains

Szczepy badane / Studied strains

L. plantarum 44

L. plantarum 299v

L. plantarum
ATCC 4080

L. plantarum
NCAIM B.01834

L. plantarum
NCAIM B.01149

Czas inkubacji [godz.] / Incubation time [h]

24 | a8 | 2 | 24 | a8 | 2| 24 | a8 | 2| 24 | 48| 2] 24 ] 8] 7

Bakterie gram-dodatnie / Gram-positive bacteria

S. epidermidis 27,8 | 22,8 10,3 25,0 24,7 11,8 243 | 25,7 13,5 242 | 23,77 | 148 | 252 | 21,3 | 123
ATCC 12228 +0,4 | *1,2 | %05 +0,9 | 0,8 | *1,3 | #0,5 | x0,8 | *1,3 1,3 | 0,5 | 1,5 | #1,5 | £0,8 | £0,5
B. subtilis 5.8 9,2 10,3 6.5 10,2 9,2 5,8 8,8 10,5 5,3 10,0 9,8 6,5 75 | 10,5
ATCC 6633 +0,8 | £0,4 | *1,0 +1,4 | £1,5 | x04 | #0,1 +1,2 | +0,6 +0,5 | 1,3 | 0,8 | #1,1 | #1,1 | £0,6
B. cereus 10,2 | 123 8,5 11,2 12,8 6,8 12,0 12,2 6,5 12,2 13,3 6,7 11,2 | 11,2 | 6,3
ATCC 11778 +0,4 | *1,4 | £0,6 +0,4 | 0,1 +0,8 | 1,1 +1,3 | +0,6 +1,2 | 0,8 | 0,5 | 0,8 | £0,1 | £0,5
B. pumilus 5.2 7,8 7,5 5.8 8,0 7,7 6,8 8,2 7,7 7,0 8,7 8,5 6,7 7.8 7,5
ATCC 8241 +0,4 | +0,1 | #0,6 +04 | 0,6 | £0,8 | 1,3 | 0,8 | 0,5 0,9 | 0,5 | £0,6 | 1,0 | 0,1 | £0,8
B. megaterium 5,0 11,8 5,3 6.3 11,2 4.8 6,2 10,0 5,5 6,0 10,0 5,0 5,8 10,2 | 4,5
+0,0 | £0,4 | #0,5 +1,5 +04 | 04 | 1,5 | £0,6 | +0,6 +1,6 | *1,1 | 20,6 | 1,3 | 1,5 | £0,6

E. faecalis 7,2 9,2 11,7 7,7 8,5 10,5 8,7 8,8 11,0 9,2 10,5 | 11,3 8,3 9.8 9,3
ATCC 29212 +0,4 | *1,5 | %14 +1,4 | 1,2 | 20,6 | £0,5 | *1,3 | 0,9 1,2 | 1,7 | 1,9 | 1,0 | 0,8 | £0,8




c.d. tab. 1.

Bakterie gram-ujemne / Gram-negative bacteria

E. coli 6.7 8,3 10,3 7,2 9,8 9.8 6,0 7,3 11,0 5,7 7,2 10,5 6,8 13,0 | 10,7
ATCC 25922 +1.4 | £1,0 | #1,0 | x04 | 0,8 | 0,8 | 0,0 | 0,8 | +0,6 +0,5 | 0,8 | 0,6 | *1,3 | x1,1 | £0,8

4,0 5,0 4,7 4,7 5,7 4,0 4,5 5,3 4,0 4,0 4,7 5,3 5,0 4,3 5,3

K. ornithinolytica
+0,0 | 1,3 | 0,5 +0,5 | £0,9 | £0,0 | 0,6 | +0,8 | 0,0 +0,0 | 1,4 | 0,5 | £0,0 | £1,2 | £0,5

4,0 6,3 8,5 5,0 7,0 6.3 5,0 6,0 7.5 5,0 7,0 8,7 5,8 8,0 8,2

C. freundii 488
+0,0 | £0,5 | +0,6 | 0,0 | 0,6 | +0,5 | #1,6 | 0,0 | +0,6 +0,9 | 0,9 | +0,5 | +1,3 | £0,9 | £0,8

P. fluorescences | 10,7 | 97 | 95 | 107 | 11,3 | 102 | 105 | 90 | 85 | 108 | 10,0 | 98 | 11,3 | 11,0 | 9.3
16/94 05 | £1,2 | 20,8 | £1,0 | £1,0 | £0.8 | 20,6 | 20,9 | £1,1 | 0,8 | 1,1 | 0,8 | 0.5 | 20,6 | 0,5

42 | 62 | 83 | 52 | 52 | 72 | 48 | 68 | 77 | 45 | 52 | 78 | 45 | 60 | 67
+04 | 04 | 20,5 | 208 | 04 | +1.6 | 04 | £1,5 | 21,0 | 206 | 04 | £1,0 | 206 | 0,0 | 0,5

P. mirabilis 180

Objasnienia: / Explanatory notes:
wyniki podano jako $rednia z 6 serii / the results were provided as mean from 6 series;
+ - odchylenie standardowe / # - standard deviation
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Zones inhibition growth of test bacteria was determined by incubation temperature of lactic acid bacteria [mm].

Tabela 2

Szczepy testowe

Test strains

Szczepy badane / Studied strains

L. plantarum 44

L. plantarum 299v

L. plantarum

ATCC 4080

L. plantarum
NCAIM B.01834

L. plantarum
NCAIM B.01149

Temperatura inkubacji [°C] / Incubation temperature [°C]

6 | 2|37 6 | 23] 6 [ 23] 6 |2]3] 6] 2]z
Bakterie gram-dodatnie / Gram-positive bacteria

S. epidermidis 6.8 7,0 8,0 5.8 7.5 9,5 6,3 8,5 10,8 5.8 9,5 10,8 5.5 8,2 10,5
ATCC 12228 0,4 | £0,8 | £14 | £1,0 | £1,3 | £1,3 | 0,5 | £0,7 | £1,7 | 1,7 | £0,6 | £1,5 | £1,2 | 0,8 | 1,3
B. subtilis 5.5 10,3 4,7 4,7 11,0 5.3 5.5 10,8 6,3 5,0 10,3 | 7,0 4,8 10,2 6,3
ATCC 6633 +0,6 | 1,5 | £0,8 | £14 | £1,6 | £1,4 | 14 | £1,5 | £14 | 0,0 | £1,0 | £1,8 | £0,4 | 0,8 | +0,5
B. cereus 1.3 7.7 8,5 1,0 7.3 10,0 1,3 5.7 8,8 1,3 6,5 10,0 1,0 6,3 9,0
ATCC 11778 +0,5 | #1,0 | £1,5 | £0,0 | £1,0 | 1,7 | 0,5 | £1,2 | £2,1 | 05 | #I,1 | 0,8 | 0,0 | £1,0 | +2,7
B. pumilus 32 6,5 4,2 2,8 7,0 6,7 35 6,0 6,0 2,7 73 8,5 2,2 7,0 5.3
ATCC 8241 04 | £0,6 | £22 | £0,8 | £0,0 | 1,9 | 0,6 | #0,0 | #1,8 | 0,5 | #0,5 | #0,6 | #0,4 | £0,0 | +0,8
B. megaterium 4,5 5.8 7,0 3,8 6,3 7.5 3.3 6,3 8,2 33 5.3 7.5 33 5.3 7.5
+0,6 | 04 | £0,0 | £0,8 | #0,5 | £1,2 | 0,5 | #0,5 | £0,8 | 0,8 | 0,5 | £0,6 | +0,5 | +0,5 | #I,1

E. faecalis 3.3 6,3 7,7 3,7 7.3 8,0 3.3 7.8 7.5 35 9,7 7.3 4,0 9,0 8,5
ATCC 29212 +1,2 | 0,5 | £1,8 | #1,0 | #1,0 | 0,0 | 1,0 | #0,5 | #1,6 | 0,8 | £0,5 | #0,5 | #0,0 | £0,9 | *1,9




c.d. tab. 2.

Bakterie gram-ujemne / Gram-negative bacteria

E. coli 0.0 2,2 25,0 0,0 3,5 24.8 0.0 3,5 26,0 0,0 3,7 27,0 0.0 3,5 29,0
ATCC 25922 ' 04 | £1,6 0,6 | 1,5 ' 0,6 | +1,4 +0,5 | +1,8 ' 0,6 | +0,0
3,0 3,3 3,5 3,3 3,2 472 4.2 4,0 42 7,5 26,3
K. ornithinolytica 0,0 0,0 0,0 0,0
+0,0 | #1,0 +0,6 +0,9 +0,4 | +0,8 +0.4 | 0,0 | +0,8 +1,1 +0,5
1,3 5,2 5,0 2,0 5,0 5.8 1,3 5,2 5,5 1,8 6,0 4,7 1,3 5,8 53
C. freundii 488
+0,5 +0,4 | £0,0 | 0,0 | +0,0 +0,8 +0,5 +0,4 | +0,8 +0,4 | 0,0 | 0,5 | *0,5 +1,0 | *0,5
P.fluorescences 1,3 9,2 6,7 1,5 5,0 6,3 1,3 8,7 7,0 3,0 7,2 6,0 3,0 7,2 5,3
16/94 +0,5 +1,2 | £0,8 | +0,8 +0,0 +1.8 +0,5 +0,5 +1,7 +0,0 | 04 | #1.1 +0,6 | 0,8 | 1,5
7,0 4.5 7,7 42 53 4.8 5,7 6,2 5,5 4,3
P. mirabilis 180 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
+2.4 | +0,8 +0,5 +0,8 +1,4 | +0,8 +0,5 | 0,4 +0,6 | *0,5

Objasnienia: / Explanatory notes:

wyniki podano jako $rednia z 6 serii / the results were provided as mean from 6 series;

+ - odchylenie standardowe / + - standard deviation
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szczepéw wykazywat zdolno§¢ hamowania wzrostu zaréwno bakterii gram-dodatnich,
jak 1igram-ujemnych, przy czym zaobserwowano rdéznice w szerokosci stref
zahamowania wzrostu, np. mniejsze strefy w przypadku bakterii gram-ujemnych.

Najwigksze strefy zahamowania wzrostu bakterii gram-dodatnich ($rednio 7,5—
25,7 mm) stwierdzono po zastosowaniu 48-godzinnej hodowli; a najmniejsze strefy
(rednio 4,5-14,8 mm) po 72-godzinnej inkubacji bakterii fermentacji mlekowe;.
Wsréd badanych szczepéw z rodzaju Bacillus sp. najwigksze strefy zahamowania
wzrostu obserwowano na ogét po zastosowaniu 48-godzinnej hodowli Lactobacillus
plantarum. Najwigksza aktywno$¢ antagonistyczna wobec S. epidermidis ATCC
12228 (strefy zahamowania - 24,2-27,8 mm) wykazywaly 24-godzinne hodowle
bakterii mlekowych.

Hamowanie wzrostu paleczek gram-ujemnych, wyrazone szerokoscia stref, w
zalezno$ci od czasu inkubacji szczepéw badanych byto zréznicowane i przedstawiato
si¢ w sposob nastgpujacy: strefy zahamowania wzrostu szczepu E. coli ATCC 25922
(9,8-11,0 mm), C. freundii 488 (6,3-8,7 mm) oraz P. mirabilis 180 (6,7-8,3 mm) byly
najwigksze podczas zastosowania bakterii mlekowych inkubowanych 72 godz.
Najwicksze strefy zahamowania wzrostu (10,5-11,3 mm) P. fluorescens 16/94
obserwowano po zastosowaniu 24-godzinnej hodowli bakterii fermentacji mlekowe;j.

Innym z czynnikéw odpowiadajacych za wielko$¢ stref zahamowania wzrostu
bakterii wskaznikowych jest temperatura inkubacji bakterii fermentacji mlekowe;.
W badaniach stosowano temp. 6, 22 i 37°C i jeden przedzial czasowy inkubacji tj. 48
godz. (tab. 2).

Najwigksze strefy zahamowania wzrostu bakterii gram-dodatnich ($rednio 4,2—
10,8 mm) stwierdzono po zastosowaniu hodowli Lactobacillus plantarum w temp.
37°C. Natomiast najmniejsze strefy odnotowano po inkubacji bakterii
antagonistycznych w temp. 6°C ($rednio 1,0-6,8 mm). Jest to prawdopodobnie
zwiazane z faktem, Ze bakterie fermentacji mlekowej produkuja mniejsze ilosci
zwiazkéw o dziataniu antagonistycznym podczas inkubacji w temperaturze nizszej od
ich optymalnej temperatury wzrostu (28°C).

Najwigksze strefy zahamowania wzrostu bakterii gram-ujemnych ($rednio 3,3—
29,0 mm) stwierdzono w przypadku uzycia hodowli bakterii fermentacji mlekowej
inkubowanych w temp. 37°C. Natomiast najmniejsze strefy zahamowania wzrostu
testowych pateczek gram-ujemnych wystapily po zastosowaniu hodowli
inkubowanych w temp. 6°C ($rednio 0,0-4,2 mm). Badane szczepy Lactobacillus
plantarum inkubowane w temp. 6°C nie wykazywaly zdolno$ci hamowania wzrostu
bakterii E. coli ATCC 25922, P. mirabilis 180, K. ornithinolytica, podczas gdy
inkubowane w temp. 22 i 37°C wykazywaty t¢ ceche.

Wedtug Laniewskiej-Moroz i Warminskiej-Radyko [10], najsilniejsza aktywnos$¢
antybakteryjna wobec Yersinia enterocolitica wykazywat szczep z gatunku
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Lactobacillus plantarum po 48-godzinnej hodowli w temp. 30°C. Cheigh i wsp. [4]
podaja, ze po 30-godzinnej inkubacji Lactococcus lactis subsp. lactis A164 w temp.
30°C produkcja bakteriocyny byta o 50% wyzsza niz po inkubacji tego szczepu w
temp. 25 i 37°C. Mataragas i wsp. [11] badali zdolno$¢ produkcji bakteriocyny przez
Lactobacillus curvatus 1442 w temp. 20, 25 i 30°C. Autorzy stwierdzili, ze badany
szczep produkuje najwigksza ilo$¢ bakteriocyny podczas inkubacji w temp. 25°C.
Podczas okreslania metoda stupkowa efektu antagonistycznego oddziatywania
bakterii fermentacji mlekowej nalezy pamigta¢, ze na strefy zahamowania wzrostu
drobnoustrojéw wskaznikowych moze wptywa¢ zaréwno czas, jak i temperatura
hodowli bakterii antagonistycznych. Celowe wydaje si¢ okres$lenie wptywu pH
srodowiska, jak rowniez sktadu podtoza na zdolnos$ci antagonistyczne tych bakterii.

Whioski

1. Czas inkubacji badanych szczepéw Lactobacillus plantarum wptywa na produkcje
metabolitéw o wlasciwosciach antybakteryjnych. Najwigksze strefy zahamowania
wzrostu testowych bakterii gram-dodatnich stwierdzono po zastosowaniu 48-
godzinnej hodowli bakterii fermentacji mlekowej, a paleczek gram-ujemych po 72-
godzinnej inkubacji Lactobacillus plantarum.

2. Temperatura inkubacji bakterii fermentacji mlekowej réwniez wptywa na
produkcje metabolitéw antybakteryjnych. Najwigksza aktywno$¢ antagonistyczna
w stosunku do bakterii gram-dodatnich oraz gram-ujemnych obserwowano po
uzyciu hodowli bakterii fermentacji mlekowej w temp. 37°C. Stwierdzano brak
stref zahamowania wzrostu Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis 180
oraz  Klebsiella  ornithinolytica po zastosowaniu bakterii mlekowych
inkubowanych w temp. 6°C.
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INFLUENCE OF CULTURAL CONDITIONS OF LACTOBACILLUS PLANTARUM STRAINS
ON THEIR ANTAGONISTIC ACTIVITY

Summary

In recent years functional foods have become increasingly popular. Products which include viable
probiotic culture (for example lactic acid bacteria) belong to functional foods. Lactic acid bacteria play a
main role in the natural preservation of food products. This microorganisms produce several metabolic
compounds with antagonistic properties against spoilage, pathogenic bacteria, yeasts and moulds.
Production ability of antagonistic compounds depends on several factors among other things temperature
and time incubation.

The aim of this study was to determine of growth conditions (temperature, time) of Lactobacillus
plantarum strains and to determine the antagonistic properties against gram-positive and gram-negative
bacteria.

All the chosen Lactobacillus plantarum strains are able to inhibit used indicator bacterial strains. The
influence of the time and temperature incubation lactic acid bacteria on antagonistic activity against
indicator bacteria was observed. The biggest inhibition zones were obtained applying incubation time 48
hours at temperature 37°C. The Lactobacillus plantarum strains, which were incubated at 6°C did not
inhibit growth of E. coli ATCC 25922, P. mirabilis 180, K. ornithinolytica.
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