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MACIEJ KULIGOWSKI, JACEK NOWAK

AKTYWNOSC ANTYBAKTERYJNA IZOLATOW Z PODLOZY
POHODOWLANYCH PLESNI RHIZOPUS OLIGOSPORUS

Streszczenie

W pracy podjeto probe oceny wiasciwosci antybakteryjnych tempeh wytworzonego z poddanych
fermentacji przy uzyciu szczepu Rhizopus oligosporus NRRL 2710 nasion fasoli odmiany Igotomska i
monitorowano ksztalttowanie si¢ aktywnosci czynnika antybakteryjnego w czasie 48-godzinnej
fermentacji. Jako mikroorganizmu wskaznikowego uzyto szczepu bakterii Bacillus subtilis DSM 347. Do
oceny inhibicji wzrostu bakterii zastosowano metody: studzienkowa, krazkowa, nefelometryczng oraz
pomiar zmian impedancji. Obecno$¢ czynnika antybakteryjnego w tempeh z fasoli stwierdzono za
pomoca metod: nefelometrycznej i pomiaru zmian impedancji. Najwigksza aktywnoscia hamujaca wzrost
testowanych bakterii charakteryzowaly si¢ izolaty z tempeh otrzymane po 40 h fermentacji. Sposéb
obrébki hydrotermicznej nasion fasoli mial wptyw na aktywno$¢ antybakteryjna izolatow z tempeh.

Stowa kluczowe: tempeh z fasoli, aktywnos$¢ antybakteryjna, Rhizopus oligosporus, Bacillus subtilis

Wprowadzenie

Grzyby strzgpkowe, oprécz tego, ze sa potencjalnym zrédiem pozyskiwania
biatek i enzymoéw [6], szczegllne zastosowanie znalazly na wyspach Indonezyjskich,
gdzie od lat stuzag do wytwarzania fermentowanej zywnosci typu tempeh [13].
Obtuszczona, moczona i gotowana soja jest poddawana fermentacji grzybowej w
zakresie temp. 25-37°C przez 24-72 h. Najczesciej do tego typu fermentacji stosowane
sa szczepy z rodzaju Rhizopus [9, 13]. W badaniach do wytwarzania tempeh stosowano
réwniez inne nasiona roslin straczkowych oraz zb6z, m.in. tubin [2], groch [10], fasole
[7], orzechy ziemne [1], ciecierzyce [12], owies [13], sorgo [8]. Tempeh zdobywa
uznanie konsumentéw ze wzgledu na wysokie wartosci smakowe i odzywcze [9]. Od
wielu lat szczegdlne zainteresowanie budza wilasciwosci funkcjonalne tempeh,
zwlaszcza zdolno$¢ do powstrzymywania biegunki u ludzi i zwierzat [3, 4]. Wykazano,
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ze R. oligosporus syntetyzuje czynnik antybakteryjny, aktywny wobec niektérych
mikroorganizméw. W 2005 r. pojawito si¢ doniesienie [14] o mozliwosciach
przeszczepienia genu z R. oligosporus odpowiedzialnego za syntezg¢ polipeptydu o
aktywnosci inhibujacej wzrost B. subtilis. Jednak do tej pory nie ma jednoznacznych
doniesien na temat spektrum dzialania czynnika antybakteryjnego oraz zmian jego
ilosci w trakcie wzrostu R. oligosporus. Oprécz oceny wpltywu ekstraktow z tempeh,
wytworzonego z grochu, na aktywnos$¢ Clostridium perfringens [10], nie ma w
literaturze doniesien dotyczacych aktywnosci antybakteryjnej tempeh wytworzonego z
innych niz soja nasion ros$lin straczkowych.

Celem przeprowadzonych badan byto okre§lenie potencjalnych zdolnosSci
antybakteryjnych izolatow z tempeh, wytworzonego z nasion fasoli, wobec B. subtilis
oraz monitorowanie zmian ich aktywnosci w trakcie 48-godzinnej hodowli.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowil tempeh wytworzony z nasion fasoli zwyczajnej
(Phaseolus vulgaris) odmiany Igolomska — otrzymanej z Przedsigbiorstwa
Nasiennictwa Ogrodniczego i Szkétkarstwa ,,CNOS’’ Poznan. Do fermentacji tempeh
stosowano szczep Rhizopus oligosporus NRRL 2710 otrzymany z National Regional
Research Center, Peoria, Illinois, USA. Szczepem testowym do pomiaru aktywnosSci
antybakteryjnej byt Bacillus subtilis DSM 347 pochodzacy z Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Niemcy.

Do obrébki hydrotermicznej nasion fasoli zastosowano dwie metody, opracowane
na podstawie metodyki stosowanej przez Egounletiego [1] (metoda A) oraz Kiersa
(metoda B) [4] do nasion soi. Zmodyfikowano czas poszczegélnych operacji
odpowiednio do stosowanego surowca.

Metoda A

Nasiona fasoli gotowano przez 20 min, obtuszczano i ponownie gotowano przez 5
min.

Metoda B

Nasiona fasoli moczono przez 14 h, obtuszczano i gotowano przez 5 min. Do
kazdej operacji hydrotermicznej stosowano wodg¢ wodociagowa zakwaszona do pH 5,0
kwasem mlekowym. Po zakonczeniu obrébki hydrotermicznej nasiona pozostawiano
do obsuszenia w temp. pokojowej (22 + 3°C) przez 15 min. Tak przygotowane nasiona
zaszczepiano inokulum zarodnikow R. oligosporus. Nastgpnie nasiona fasoli
umieszczano w ptytkach Petriego i inkubowano przez 48 h w temp. 37°C, pobierajac
prébki do analiz co 4 h. Z przygotowanych prébek odwazano 10 g, dodawano 20 ml
destylowanej wody i poddawano homogenizacji w homogenizatorze H500 (Pol-Eko-
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Aparatura, Polska) przy 15 tys. obrotéw przez 4 min. Zawiesing filtrowano,
a przygotowane izolaty z tempeh mrozono i przechowywano do dalszych analiz.

Oznaczanie aktywnos$ci antybakteryjnej prowadzono za pomoca metod:
studzienkowej, krazkowej, nefelometrycznej oraz pomiaru zmian impedancji.

W kazdej metodzie inokulum stanowita zawiesina komoérek Bacillus subtilis DSM
347 przygotowana poprzez 24 h hodowle na wstrzasarce w temp. 30°C przy 120
obr./min. Podloze do hodowli stanowit bulion odzywczy wg DSM o skladzie: 3 g
ekstraktu migsnego, 5 g peptonu, 1000 ml wody; pH ustalano na poziomie 6,5.

Metoda studzienkowa

Bulion odzywczy wg DSM w ilosci 90 ml z 2% dodatkiem agaru zaszczepiano 10
ml inokulum i rozlewano na ptytki Petriego. Po zestaleniu agaru dokonywano
korkoborem wycigcia studzienki o $rednicy 10 mm, do ktérej wkraplano 0,1 ml izolatu
z tempeh. Prébe odniesienia stanowity ptytki Petriego, w ktérych izolaty zastapiono
woda destylowana. Plytki inkubowano w temp. 30°C przez 24 h.

Metoda krqzkowa

Na plytki przygotowane jak w przypadku zastosowania metody studzienkowej
naktadano krazki bibutowe o $rednicy 8 mm, nasaczone izolatem z tempeh. Prébe
odniesienia stanowily krazki bibutowe nasaczone woda destylowana. Ptytki
inkubowano w temp. 30°C przez 24 h.

Metoda nefelometryczna

Do 8,5 ml bulionu odzywczego wg DSM dodawano 1 ml inokulum komérek B.
subtilis 1 0,5 ml izolatu z tempeh. Hodowlg prowadzono w temp. 30°C na wstrzasarce
przy 120 obr./min przez 3 h. Nastegpnie dokonywano pomiaru absorbancji przy
dtugosci fali 650 nm. Prébe odniesienia stanowita hodowla B. subtilis, w ktérej izolaty
z tempeh zastapiono woda destylowana.

Pomiar impedancji

Pomiaru impedancji dokonywano w urzadzeniu BacTrac 4100 (Sy-Lab, Austria)
monitorujacym zmiany impedancji podioza w czasie. Warunki hodowli bytly
identyczne, jak w przypadku stosowania metody nefelometrycznej, z pominigciem
wstrzasania.

Oznaczenia przeprowadzono w S5 powtdrzeniach. Do oceny statystycznej
wynikéw zastosowano analiz¢ wariancji i oceng najmniejszej istotnej réznicy (NIR)
przy poziomie istotnosci o = 0,05.
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Wiyniki i dyskusja

Przy zastosowaniu metody krazkowej i studzienkowej nie stwierdzono w
izolatach z tempeh aktywnoS$ci antybakteryjnej wobec testowanego szczepu bakterii.
Otrzymane rezultaty w odniesieniu do metody krazkowej sa zgodne z wynikami
uzyskanymi przez Kiersa i wsp. w odniesieniu do soi [4].

Wyniki uzyskane metoda oceny wzrostu z uzyciem pomiaru absorbancji wskazuja
na wystgpowanie niewielkiego hamowania wzrostu testowego szczepu bakterii przy
zastosowaniu izolatéw z tempeh fasolowego. Po dokonaniu pomiaru absorbancji
obliczono liczbg komoérek na podstawie sporzadzonej krzywej wzorcowej. Wyniki
podano jako logarytm liczby komoérek bakterii, wykorzystujac sporzadzona krzywa
wzorcowa. Aktywnos$¢ antybakteryjna izolatéw z tempeh byta uzalezniona od czasu
fermentacji. Izolaty powodowaly hamowanie wzrostu maksymalnie o 0,72 wartosci
logarytmicznej liczby komoérek w stosunku do préby odniesienia. Za pomoca testu NIR
uszeregowano wartosci logarytmu z liczby komoérek, co pozwolito zréznicowaé
otrzymane wyniki. Warto$ci oznaczone na wykresie réznymi literami (rys. 11 2) r6znia
si¢ statystycznie istotnie. W przypadku zastosowania metody A do obrébki
hydrotermicznej nasion, najwyzsza zdolnos$cia inhibicji wzrostu charakteryzowat sig
izolat otrzymany z 48. h fermentacji tempeh, natomiast brak zdolnosci do hamowania
wzrostu wykazywaty izolaty z tempeh z 4., 8., i 40. h fermentacji (rys. 1). Po
zastosowaniu metody B do obrébki hydrotermicznej nasion, najwigksza zdolno$cia
inhibicji wzrostu szczepu charakteryzowaty si¢ izolaty z 44. i 48. h fermentacji tempeh

(rys. 2).
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Rys. 1.  Wpltyw dodatku izolatéw z tempeh wytworzonego za pomoca metody A na liczb¢ komoérek B.
subtilis po 3 h hodowli w temp. 37°C.

Fig. 1.  The effect of isolates from tempeh made by method A on the B. subtilis cells number after 3 h
culture at 37°C.
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Uzyskane wyniki wskazuja na wyzsza aktywnos$¢ czynnika antybakteryjnego po
40 h wzrostu R. oligosporus na podiozu fasolowym. Najwyzsza aktywno$¢ czynnika
antybakteryjnego stwierdzono w izolacie z 48. h fermentacji tempeh otrzymanego za
pomoca obrébki hydrotermicznej metoda A. Do tej pory nie przeprowadzono badan
nad dynamika tworzenia czynnika antybakteryjnego w trakcie fermentacji. Nowak i
wsp. [10] do oznaczania aktywnoS$ci antybakteryjnej zastosowali izolaty z 24 h
fermentacji, Kobayasi i wsp. stosowali ekstrakty z tempeh po 48 h fermentacji [5],
natomiast Kiers i wsp. wykorzystali izolaty z 48. i 96. h fermentacji tempeh [4].
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Rys. 2.  Wplyw dodatku izolatéw z tempeh wytworzonego za pomoca metody B na liczb¢ komoérek B.
subtilis po 3 h hodowli w temp. 37°C.

Fig. 2.  The effect of isolates from tempeh made by method B on the B. subtilis cells number after 3 h
culture at 37°C.

Poszukujac metod pozwalajacych na bardziej precyzyjna ocen¢ aktywnoSci
antybakteryjnej fermentowanego produktu z fasoli, zastosowano metod¢ pomiaru
zmian impedancji hodowli bakterii B. subtilis. W tym przypadku obserwowano zmiany
w hodowli testowej przez 36 h wzrostu bakterii B. subtilis. Podobnie, jak w
poprzednich metodach, do hodowli dodano izolaty tempeh z fasoli pochodzace z
réznych etapéw fermentacji. W przypadku izolatéw z tempeh, do ktérych wytworzenia
zastosowano metodg obrdébki hydrotermicznej A, dodano do hodowli izolaty z 16., 20.,
24., 44. i 48. h fermentacji tempeh, ktore przy oznaczaniu nefelometrycznym nalezaty
do grup istotnie si¢ réznigcych (z wyjatkiem izolatéw z 22. i 44. h, ktdére nie réznity si¢
statystycznie istotnie). Zrezygnowano z dodatku do hodowli testowej izolatéw, ktére
przy oznaczaniu absorbancji nie wykazywaty inhibicji wzrostu bakterii B. subtilis. Do
oceny aktywno$ci antybakteryjnej tempeh, do ktérych wytworzenia zastosowano
metod¢ B, zastosowano izolaty z identycznych etapéw fermentacji jak w przypadku
metody A. Krzywe wzrostu hodowli bakterii testowych z dodatkiem izolatéw z tempeh
wykreslono na podstawie zmian warto$ci impedancji w czasie hodowli (rys. 3 i 4).
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Rys. 3. Wplyw dodatku izolatéw z réznych etapéw fermentacji tempeh wytworzonego za pomoca
metody A na wzrost B. subtilis.
Fig. 3.  The effect of isolates from tempeh made by method A on the growth of B. subtilis.
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Rys. 4. Wplyw dodatku izolatéw z réznych etapéw fermentacji tempeh wytworzonego za pomoca
metody B na wzrost B. subtilis.
Fig. 4.  The effect of isolates from tempeh made by method B on the growth of B. subtilis.

Czas trwania lag fazy stanowit wskaznik aktywnosci czynnika hamujacego wzrost
bakterii B. subtilis, obecnego w dodanych izolatach z tempeh. Najdtuzszy czas lag fazy
obserwowano w przypadku uzycia izolatéw z tempeh, do ktérych wytworzenia
zastosowano metod¢ obrébki A, najwyzsza zdolno$¢ hamowania wzrostu hodowli
testowej wykazywat izolat z tempeh po 44 h fermentacji. W przypadku stosowania do
obrébki metody B, najwyzsza aktywnos$cia (wydluzenie czasu lag fazy) wykazywat
izolat temeph z 48 h fermentacji. Czas lag fazy hodowli B. subtilis wahat si¢ od 4 do
14 h.
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Przeprowadzone badania potwierdzaja wystgpowanie, w produkcie typu tempeh
wytworzonego z fasoli, czynnika opd6zniajacego wzrost bakterii, opisanego przez
Kiersa i wsp. [4], a wytwarzanego z soi tempeh. [zolaty z podiozy pohodowlanych R.
oligosporus wykazywaty aktywno$¢ antybakteryjna wobec Bacillus subtilis i
Staphylococcus aureus [5], a takze Clostridium perfringes [10]. Kiers i wsp. wykazali
aktywnos$¢ antybakteryjna izolatéw z tempeh wobec Bacillus stearothermophilus, nie
potwierdzajac jednoczesnie wezesniejszych doniesien o zdolno$ci do inhibicji wzrostu
B. subtilis [4]. Oprécz nielicznych doniesien o hamowaniu aktywnosci jelitowych
bakterii C. perfrinegenes przez izolaty z tempeh wytworzonego z nasion grochu [10],
brak jest w literaturze informacji o wystgpowaniu czynnika antybakteryjnego w
tempeh uzyskanym z innych niz soja surowcow.

Najpowszechniej stosowana metoda do oznaczania aktywnosci czynnika
antybakteryjnego w tempeh byta metoda krazkowa. Wigkszos¢ badaczy zastosowata
réwniez inne metody do oceny aktywno$ci tego czynnika. Kobayasi i wsp. [5]
zastosowali pomiar turbidymetryczny, Nowak i wsp. [10] pomiar objgtosci gazu
wytwarzanego przez mikroorganizmy. Kiers i wsp. [4] stosujac metode krazkowa nie
uzyskali wynikéw tozsamych z wynikami Kobayasiego i wsp., ktérzy jako najbardziej
podatne na dziatanie czynnika antybakteryjnego zawartego w izolatach z tempeh
okres$lili szczepy B. subtilis. Niniejsze badania potwierdzity, ze metody krazkowa i
studzienkowa, polegajace na dyfuzji czynnikéw w glab pozywki agarowej, nie sa
wystarczajaco czute do okres§lania aktywnoS$ci antybakteryjnej izolatéw z tempeh. Co
prawda Kiers 1 wsp. [4] wykazali, stosujac metode krazkowa, aktywno$¢
antybakteryjna izolatéw z tempeh wobec B. stearothermophilus, jednak niektére
mikroorganizmy wydaja si¢ szczegllnie podatne na dzialanie czynnika
antybakteryjnego z tempeh.

Wobec coraz wigkszej popularnosci produktow fermentowanych typu tempeh
i coraz powszechniejszego poszukiwania nowych surowcéw do jego wytwarzania,
ocena nowych produktéw, réwniez pod wzgledem wystgpowania ewentualnej
aktywnosci hamujacej wzrost drobnoustrojow (zwlaszcza jelitowych), ma znaczenie
dla bezpieczenstwa zywieniowego. Wydaje sig, ze badania nad czynnikiem
antybakteryjnym produktéw typu tempeh oraz spektrum jego oddziatywania moze
przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania mozliwo$ci korzystnego wplywu tego typu
produktéw na rownowage mikroflory jelitowej konsumentéw.

Whioski

1. Wykazano, ze izolaty uzyskane z tempeh fasolowego miaty zdolnosci inhibicji
wzrostu bakterii B. subtilis.

2. Najwigksza zdolnoscia do hamowania wzrostu bakterii B. subtilis
charakteryzowaty si¢ izolaty uzyskane po 40 h fermentacji surowca fasolowego.
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3. Sposoéb obrobki hydrotermicznej nasion fasoli miat wplyw na aktywno$¢
antybakteryjna izolatéw z tempeh.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ISOLATES FROM AFTER GROWTH MOULDS
RHIZOPUS OLIGOSPORUS

Summary

The antibacterial activities of isolates obtain from tempeh made from beans Igotomska variety
fermented by Rhizopus oligosporus NRRL 2710 was assessed in this study. The antibacterial factor was
estimated during 48 h fermentation. Bacillus subtilis DSM 347 was used as a test microorganism. The
assessment of bacteria growth inhibition was performed by using several method: paper disk, agar slab
well, nephelometric and measurement of impedance changes. Isolates obtain after 40h fermentation
showed the highest inhibition of growth of test bacteria. The kind of hydrothermal treatment of bean seeds
had an influence on the antibacterial activity.

Key words: tempeh from beans, antibacterial activity, Rhizopus oligosporus, Bacillus subtilis



