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AKTYWNOSC PRZECIWGRZYBOWA BAKTERII FERMENTACJI
MLEKOWEJ Z RODZAJU LACTOBACILLUS

Streszczenie

Jedna z metod ochrony zywnosci fermentowanej przed bytujacymi w niej niepozadanymi mikroorga-
nizmami jest zastosowanie bakterii mlekowych jako naturalnych biokonserwantow. Szczegolnie korzystna
jest obecnos¢ bakterii fermentacji mlekowej (LAB) w zywnosci. Oprocz spodziewanej aktywnosci anty-
bakteryjnej i przeciwgrzybowej LAB cechuja si¢ korzystnym wplywem na organizm cztowieka poprzez
stymulowanie przewodu pokarmowego do zapobiegania zakazeniom pokarmowym i poprawe ogdlnego
stanu zdrowia. Spektrum aktywnosci przeciwgrzybowej bakterii z rodzaju Lactobacillus, ktora jest gtow-
nym przedmiotem niniejszej publikacji, wynika z syntezy metabolitow o wlasciwosciach przeciwgrzybo-
wych: pierwotnych — kwas mlekowy i kwas octowy oraz wtornych — inne kwasy organiczne, cykliczne
dipeptydy, kwasy ttuszczowe i ich hydroksylowane pochodne, zwiazki niskoczasteczkowe, bakteriocyny,
nadtlenek wodoru. Zdolno$¢ do syntezy powyzszych zwigzkow nie jest cecha wszystkich bakterii z rodza-
ju Lactobacillus, a jedynie cechg szczepowa pojedynczych kultur. Z tego wzgledu poszukuje si¢ szczepow
bakterii mlekowych o szerokim spektrum aktywnos$ci antagonistycznej wobec grzybow, a takze sposobow
rozszerzenia tej aktywnosci, np. przez dobor optymalnych warunkow fermentacji czy modyfikacje sktadu
podtoza i tym samym zmian¢ metabolizmu bakterii..

Stowa kluczowe: aktywnos¢ przeciwgrzybowa, antagonizm, Lactobacillus sp., metabolity LAB

Wprowadzenie

Fermentacja mlekowa jest jedng z najstarszych metod ochrony zywnosci przed
niepozadang mikroflorg. Bakterie mlekowe z rodzaju Lactobacillus stosowane sg pod-
czas spontanicznego i/lub kontrolowanego procesu fermentacji. Bakterie z rodzaju
Lactobacillus naleza do typu Firmicutes, rzedu Lactobacillales 1 ze wzgledu na wytwa-
rzanie kwasu mlekowego w procesie fermentacji sg zaliczane do bakterii mlekowych.
Wystepuja w glebie, na roslinach, naleza do komensalnej mikroflory cztowieka i zwie-
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rzat oraz sg skladnikiem zywnos$ci fermentowanej, a ich obecno$¢ wywiera wplyw na
cechy zywnosci, takie jak: konsystencja, zapach i smak [28]. Pod wzglgdem morfolo-
gicznym bakterie z rodzaju Lactobacillus to Gram dodatnie pateczki o wymiarach
0,5+ 1,2/1,0 + 10,0 um. Wystepujg w $rodowisku bogatym w sktadniki odzywcze
o niewielkim st¢zeniu tlenu.

Dane literaturowe wskazuja, ze zakres hamowania wzrostu mikroorganizmow
przez szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus obejmuje zaréwno bakterie tego samego
1 innego gatunku, jak i grzyby, takze gatunki patogenne i toksynotworcze [2, 20].
Spektrum aktywnosci antagonistycznej bakterii mlekowych jest zréoznicowane i zwig-
zane z obecnoscig takich metabolitow, jak kwas mlekowy 1 kwas octowy, nadtlenek
wodoru, diacetyl czy bakteriocyny. Zwiazki te powoduja hamowanie wzrostu przede
wszystkim mikroorganizméw spokrewnionych, gtéwnie tego samego rodzaju oraz
innych bakterii. W przypadku drozdzy i plesni aktywno$¢ antagonistyczna bakterii
z rodzaju Lactobacillus jest ograniczona, jednak w ostatnich latach prowadzonych jest
coraz wigcej badan w tym zakresie. Do kluczowych metabolitow o aktywnosci prze-
ciwgrzybowej, produkowanych przez bakterie mlekowe, zaliczane sa m.in. zwigzki
o matej masie molekularnej, hydroksylowane kwasy ttuszczowe, kwas fenylomlekowy,
cykliczne dipeptydy.

Aktywno$¢ antagonistyczna bakterii z rodzaju Lactobacillus

Mechanizm aktywno$ci antagonistycznej bakterii z rodzaju Lactobacillus jest $ci-
Sle zwigzany z syntezg specyficznych produktow hamujacych wzrost niepozadanej
mikroflory, dlatego istotne jest poznanie zakresu wlasciwosci przeciwgrzybowych
poszczegdlnych szczepow bakterii mlekowych. Zakres ten przedstawiono w tab. 1. Na
podstawie zestawienia mozna stwierdzi¢, ze aktywnos$¢ przeciwgrzybowa bakterii
z rodzaju Lactobacillus jest cecha szczepowa [21], wynikajacg ze specyficznej interak-
cji migdzy szczepem bakteryjnym a szczepem wskaznikowym. Niektore bakterie
z rodzaju Lactobacillus majg szerokie spektrum hamowania wzrostu grzybow. Szcze-
goblnie oporne na dziatanie zwigzkéw produkowanych przez bakterie mlekowe sg droz-
dze, w szczegolnosci chorobotworcze szczepy Candida sp. [17]. Niemniej niektore
szczepy bakterii mlekowych (L. acidophilus, L. rhamnosus GR-1 i L. fermentum RC-
14) hamuja wzrost drozdzy Candida albicans oraz ograniczaja ich adherencj¢ do na-
btonka pochwy [17]. Zréznicowanie aktywnos$ci przeciwgrzybowej bakterii z rodzaju
Lactobacillus zaobserwowali Fhoula 1 wsp. [18], ktorzy badali aktywnos$¢ przeciw-
grzybowa 119 szczepoéw bakterii mlekowych, sposrdd ktorych szczep Lactobacillus
plantarum AB755639 wykazat silng inhibicj¢ grzybow Botrytis cinerea oraz Penicil-
lium expansum, natomiast stabo hamowal wzrost Verticillium dahliae 1 nie wykazat
aktywnosci przeciwgrzybowej w stosunku do plesni Aspergillus niger.
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Mechanizm aktywnos$ci antagonistycznej bakterii Lactobacillus

Mechanizm aktywnoS$ci antagonistycznej bakterii Lactobacillus nie jest doktadnie
poznany. Przypuszcza si¢, ze polega on na zmianie warunkéw Srodowiska pod wpty-
wem wytwarzania kwasoéw organicznych i innych metabolitow niekorzystnych dla
wzrostu grzybdéw. Do takich czynnikow $rodowiskowych nalezg: temperatura, pH,
sktad podtoza, przy ktorych bakterie mlekowe wytwarzaja produkty o aktywnosci
przeciwgrzybowej i przeciwbakteryjne;j.

Produkty metabolizmu bakterii Lactobacillus sp. o aktywnosci przeciwgrzybowej

Bakterie z rodzaju Lactobacillus wytwarzaja podczas fermentacji mlekowej me-
tabolity pierwotne oraz wtorne. Niektére z nich wykazuja wlasciwosci przeciwbakte-
ryjne i przeciwgrzybowe, zwykle skierowane wobec specyficznej grupy mikroorgani-
zmow. Przykladem jest Lactobacillus casei AST18 wytwarzajacy kwasy: mlekowy
(93,70 g1, winowy (9,59 g1"), cytrynowy (1,29 gl1"), octowy (2,42 gl') oraz
zwigzki potencjalnie przeciwgrzybowe: cyklo-(Leu-Pro), 2,6-difenylopiperydyna oraz
5,10-dietoksy-2,3,7,8-tetrahydro-1H,6 H-dipirolo[ 1,2-a;1°,2’-d]pirazyna [32]. Powyz-
sze metabolity, dziatajgc synergistycznie (razem), s3 zdolne do hamowania wzrostu
plesni Penicillium sp. Kolejnym przyktadem szczepu o aktywno$ci przeciwdrobnou-
strojowej jest Lactobacillus curvatus A61, ktoéry wytwarza bakteriocyny ograniczajace
wzrost grzybow Cladosporium sp. 1 Fusarium sp. oraz bakterii Bacillus cereus 1 Liste-
ria monocytogenes [1].

Tabela 1.  Spektrum aktywnosci przeciwgrzybowej bakterii z rodzaju Lactobacillus
Table 1. Spectrum of antagonistic activity of bacteria of the genus Lactobacillus

Gatunek bakterii
Species of Szczep hamowany / Inhibited strain
bacteria
L. casei P. expansum, A. flavus, B. cinerea, C. gloeosporioides [9], F. oxysporum [58], C.

albicans [40], A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P.
digitatum [19), P. expansum, M. plumbeus, K. lactis, P. anomala [16], Penicillium
sp.[32, 33], P. chrysogenum [34], F. latenicum, M. hiemalis, A. niger, A.
ochraceus, C. mycoderma, A. alternata, G. candidum [29], A. fumigatus, A. flavus,
F. moniliforme, P. commune, R. oryzae [25], A. niger, A. fumigatus, E.floccosum,
M. canis [21]

L. fermentum P. expansum, A. flavus, B. cinerea, C. gloeosporioides [9], A. niger, Penicillium
sp., F. graminearum, G. citri-aurantii , P. digitatum [19], A. terreus, A. fumigatus,
A. corymbifera, P. lilacinus, Fusarium sp., S. brevicaulis, C. lunata, C. albicans,
Penicillium sp. [24]

L. rhamnosus P. expansum, A. flavus, B. cinerea, C. gloeosporioides [9], A. niger, Penicillium
sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P. digitatum [19], P. expansum, M.
plumbeus, K. lactis, P. anomala [16], D. hansenii, R. mucilaginosa, P. brevicom-
pactum [15], C. albicans [30, 40]
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Gatunek bakterii
Species of Szczep hamowany / Inhibited strain
bacteria

L. reuteri P. expansum, A. flavus, B. cinerea, C. gloeosporioides [9], C. albicans [30],
A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, Geotrichum citri-aurantii, P. digitatum
[19], 4. niger, A. fumigatus, M. gypseum, E. floccosum, M. canis [21]

L. sakei P. expansum, A. flavus, B. cinerea, C. gloeosporioides [9]
A. fumigatus,A. flavus, F. moniliforme, P. commune, R. oryzae [25]
A. fumigatus, F. sporotrichioide, R. mucilaginosa /36/

L. acidophilus P. expansum, A. flavus, B. cinerea, C. gloeosporioides [9], A. niger, Penicillium
sp., F. graminearum, Geotrichum citri-aurantii, P. digitatum [19], F. sporotrichi-
oides [36], Penicillium sp. [13], C. albicans [40], F. latenicum, M. hiemalis, A.
niger, A. ochraceus, C. mycoderma, A. alternata, G. candidum [26]

L. harbinensis P. expansum, D. hansenii, P. Roquefortii [6], Y. lipolytica [14]
R. mucilaginosa, P. brevicompactum [15]

L. brevis A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, Geotrichum citri-aurantii, P. digitatum
[19], F. culmorum, F. avenaceum, F. poae, F. tricinctum, F. graminearum [37]
A. fumigatus, M. gypseum, M. gypseum, E. floccosum, M. canis [21], A. awamori,
P. claviforme, A. niger, A. flavus, Trichoderma viride, F. graminearum [56]

L. curvatus A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P. digitatum [19]
A. fumigatus, A. flavus, F. moniliforme, P. commune, R. oryzae [25]

L. bulgaricus A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P. digitatum [19]

L. collinoides A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P. digitatum [19]

L. paracasei F. proliferatum, F. graminearum, P. crustosum, A. candidus [23]

L. pentosus A. fumigatus, A. flavus, F. moniliforme, P. commune [25]

L. arizonesis M. gypseup, E. floccosum, M. canis [21]

L. zeae R. mucilaginosa, P. brevicompactum, P. expansum [15]

L. helveticus C. albicans /36]

L. hammesii A. niger, M. plumbeus [7]

L. lactis A. fumigatus, A. flavus, F. moniliforme, P. commune, R. oryzae [25], A. niger, A.
fumigatus, Penicillium sp. [42]

L. plantarum P. expansum, A. flavus, B. cinerea, C. gloeosporioides [9]

A. niger, A. flavus, A. oryzae, F. oxysporum [51], F. oxysporum [58]

P. expansum, P. digitatum, R. stolonifer, P. notatum, P. roqueforti, F. culmorum,
A. fumigatus, R. mucilaginosa [10, 11], P. notatum, P. commune, P. expansum, P.
digitatum, P. verrucosum, P. roqueforti, A. nidulans, D. hansenii, R. mucilaginosa,
R. glutinis [46), A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P.
digitatum [19], P. expansum, M. plumbeus, K. lactis, P. anomala [16], G. boni-
nense, C. albicans [31], Borytis sp, A. niger, C. cladosporioides, P. roqueforti
[64], 4. flavus, A. parasiticus [S1], P. digitatum, P. citrinum [59], A. flavus [62]

A. fumigatus, A. petrakii, A. ochraceus, A. nidulans, E. nigrum, C. gossypiicola, P.
roquefort [61], A. niger, F. graminearum, F. graminearum, F. culmorum, F. ox-
ysporum [12], A. nidulans [61), Penicillium sp. [52]

A. clavatus, A. oryzae, B. elliptica, S. vaccinii, A. fumigatus, A. niger, S. fusca [57)
P. expansum, B. cinerea [20], P. commune, P. solitum, A. versicolour, C. herba-
rum [8], A. fumigatus, A. nidulans, F. sporotrichioides, P. commune, Rhodotorula
mucilaginosa /36/, P. roqueforti, P. commune, A. nidulans, A. fumigatus, K. marx-
ianus, R. mucilaginosa, P. anomala [51), F. sporotrichioides, A. fumigatus, K.
marxianus [54), B. cinerea, G. cingulata, P. drechsleri, P. citrinum, P. digitatum,
F. oxysporum [60], A. terreus, A. fumigatus, A. corymbifera, P. lilacinus, Fusarium
sp., S. brevicaulis, C. lunata, C. albicans, Penicillium sp. [24]
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Gatunek bakterii
Species of Szczep hamowany / Inhibited strain
bacteria
L. mali A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P. digitatum [19]
L. paracasei A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P. digitatum [19]

L. coryniformis

A. niger, Penicillium sp., F. graminearum, G. citri-aurantii, P. digitatum [19]

P. expansum, M. plumbeus, K. lactis, P. anomala [16], A. fumigatus, A. nidulans,
F. sporotrichioides, P. commune, R. mucilaginosa [36], Cerinosterus sp.,
Cladosporium sp., Penicillium sp. R. oryzae, A. flavus, E. fibuliger [13]

L. buchneri

P. expansum, M. plumbeus, K. lactis, P. anomala [16]

L. perolens

P. expansum, M . plumbeus, K. lactis, P. anomala [16]

L. delbrueckii

P. expansum, M.. plumbeus, K. lactis, P. anomala [16]

L. salivarius

P. expansum, M . plumbeus, K. lactis, P. anomala [16], A. nidulans, F. spo-
rotrichioides, P. commune, R. mucilaginosa [36]

L. amylovorus

A. fumigatus, F. culmorum, A. niger, P. expansum, P. roqueforti [4, 35, 47], P.

expansum, F. culmorum, A. niger [6], Cerinosterus sp., Cladosporium sp., E.
fibuliger, Penicillium sp., R. oryzae [13]

Kwasy organiczne

Wszystkie szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus wytwarzajg kwasy bedace
metabolitami pierwszorzedowymi (kwas mlekowy i octowy), natomiast niektore z nich
dodatkowo wytwarzajg inne kwasy organiczne, oddzialujgce specyficznie z obcg mi-
kroflora, takie jak: propionowy, heksanowy, salicylowy, bursztynowy, mrowkowy,
2-pirolidono-5-karboksylowy, 3-fenylomlekowy, 4-hydroksyfenylomlekowy (metabo-
lity wtorne, II-rzedowe) [5, 36, 38]. Wiadomo, ze aktywno$¢ biologiczna kwaséw or-
ganicznych jest zwigzana z obnizeniem pH medium. Niezdysocjowana, bardziej hydro-
fobowa forma kwasu dyfunduje przez membran¢ komoérkowg i wewnatrz komorki
ulega dysocjacji, uwalniajac jony wodorowe, ktore zwickszaja kwasowos¢ cytoplazmy.
Co wigcej, niezdysocjowane kwasy zmniejszaja elektrochemiczny gradient protondéw
w komorce, wywolujac efekt bakteriostatyczny [49]. Kwasy octowy i propionowy sa
wytwarzane przez heterofermentatywne szczepy bakterii mlekowych w obecnosci ze-
wngetrznych akceptorow elektronow. Kwas octowy wytwarzany jest zwykle w znacznie
wiekszej ilo$ci niz propionowy, natomiast kwas propionowy oraz jego sole wykazuja
efekt przeciwgrzybowy w $rodowisku o niskim pH, czgsto w obecnosci kwasu mleko-
wego [49].

Produktem wytwarzanym przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, ktéremu przypi-
suje si¢ wysoka aktywno$¢ przeciwgrzybowa, jest kwas 3-fenylomlekowy (PLA). PLA
jest produkowany przez liczne szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus, m.in. L. casei,
L. fermentum, L. rhamnosus, L. reuteri, L. sakei [36, 39]. Hamowanie wzrostu grzy-
boéw zwigzane z obecnoscig kwasow organicznych potwierdzili Cortés-Zavaleta 1 wsp.
[9], ktorzy zidentyfikowali w supernatancie po fermentacji mlekowej kwasy: octowy,
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heksanowy 1 PLA. Minimalne stezenie hamujgce (MIC) PLA wobec badanych grzy-
béw wskaznikowych wynosito od 5 g1" (Colletotrichum gleosporoides) do 6,0 g1’
(Aspergillus flavus) 1 wzrastato w szeregu: C. gleosporioides < B. cinerea < P. expan-
sum < A. flavus. Przeciwgrzybowe wilasciwosci PLA potwierdzono takze w badaniach
antagonizmu L. plantarum IMAU10014 [60]. PLA wykazatl inhibicj¢ wobec grzybow:
P. drechsleri Tucker, G. cingulate, B. cinerea, P. citrinum, P. digitatum, przy czym
najbardziej wrazliwe na jego obecno$¢ okazaty si¢ F. oxysporum oraz P. drechsleri
Tucker, natomiast najmniej wrazliwy — P. citrinum. Podobne oddzialywanie wobec
badanych grzybow wykazat kwas benzenooctowy, drugi zwiazek przeciwgrzybowy
wyizolowany z L. plantarum IMAU10014 [60]. Mu i wsp. [38] zaobserwowali, ze
bakterie Lactobacillus sp. SKO007 oprocz PLA wytwarzaja takze kwas
4-hydroksyfenylomlekowy, wykazujacy potencjalny efekt przeciwgrzybowy wobec A.
niger 1 P. roqueforti. Belguesmia 1 wsp. [5] badali aktywnos¢ przeciwgrzybowa kwa-
sow organicznych wytwarzanych przez Lactobacillus harbinensis K.V9.3.1Np. Wyka-
zali oni, ze ilo$¢ wytwarzanych kwaséw organicznych bylta zalezna od czasu trwania
fermentacji, prowadzonej przez 3, 7 badz 9 dni. Oszacowali, ze wybrany szczep pro-
dukuje kwasy: octowy i heksanowy (po 7 i 9 dniach), mlekowy, L-(-)-fenylomlekowy,
2-pirolidyno-5-karboksylowy i bursztynowy (po 3, 7 1 9 dniach). Aktywnos¢ antagoni-
styczna mieszanin wymienionych kwasow wskazata, ze obecnos¢ kwasu heksanowego
byta czynnikiem determinujacym aktywno$¢ antagonistyczng wszystkich badanych
mieszanin kwaséw wobec grzybow: D. hansenii UBOCC-A-211003, P. expansum
CBS 325 45 NT oraz P. roqueforti UBOCC-A-112138 [5]. Podobne doswiadczenie
przeprowadzili Guo i wsp. [21], ktérzy zidentyfikowali metabolity wytwarzane przez
L. reuteri i hamujace wzrost grzybodw M. canis, M. gypseum i E. floccosum, wykorzy-
stujac metode LC-FTMS (ang. Liquid Chromatography Fourier Transform Mass Spec-
trometry). Oprocz kwasu mlekowego wyizolowali bardziej ztozone kwasy organiczne
o aktywnosci przeciwgrzybowej: (S)-(-)-2-hydroksyizokaprynowy, hydrocynamono-
wy, fenylomlekowy, azelainowy, 4-hydroksybezoesowy, p-kumarynowy, wanilinowy,
DL-P-hydroksyfenylomlekowy oraz 3-hydroksydekanowy.

Kwasy thuszczowe i ich pochodne

Kwasy tluszczowe oraz hydroksylowane kwasy thuszczowe, produkowane przez
niektore szczepy bakterii mlekowych, sa zwigzkami o silnej aktywnosci antagonistycz-
nej wobec drozdzy i plesni [36]. Kwasom tluszczowym przypisuje si¢ mniejszg rolg
w hamowaniu wzrostu grzyboéw niz hydroksylowanym kwasom thuszczowym, co moze
mie¢ zwigzek z potencjalnymi wlasciwosciami cytotoksycznymi kwaséw thuszczo-
wych wobec komodrek nabtonka [3, 43, 53]. Kwasy: kaprylowy, kaprynowy, lauryno-
wy, mirystynowy (tab. 2) hamuja wzrost niektérych szczepéw drozdzy Candida sp.
(gatunki: C. albicans, C. parapsilosis, C. famata, C. glabrata, C. lipolytica, C. tropica-
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lis) [53]. Minimalne st¢zenie hamujace badanych kwasow tluszczowych znajduje si¢ w
zakresie od 0,3 g-1" (kwas kaprynowy) do powyzej 2,5 g-1" (kwas mirystynowy).

Tabela 2.  Kwasy tluszczowe o whasciwosciach przeciwgrzybowych
Table 2.  Fatty acids having antifungal properties

Wzér chemiczny

Chemical formula Struktura / Structure

Nazwa / Name

Kwas kaprylowy / Caprilic acid CsH 60,

0\ OH
HaC
N
Kwas kaprynowy / Capric acid CoH00, HaC \/V\/\j/
0
X
HSC\/\/\/\/\j/

Kwas laurynowy / Lauric acid C,H,40,

OH

OH
OO
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Pierwszym opisanym w literaturze przyktadem przeciwgrzybowych wtasciwosci
hydroksylowanych kwasow ttuszczowych byty produkty fermentacji mlekowej szcze-
pu L. plantarum MiLAB 14 [51]. Zaobserwowano, ze aktywnos$¢ biologiczna kwasow
thuszczowych wzrasta wraz z dhugoscia tancucha, jednak po osiagnigciu dlugosci 10 -
11 wegli zostaje ograniczona ze wzgledu na mata rozpuszczalno$¢ dugotancuchowych
kwasow tluszczowych w wodzie. Najsilniejsze wtasciwosci przeciwgrzybowe wykazu-
ja 3-hydroksylowane kwasy tluszczowe, zawierajace 12 atoméw wegla w tancuchu
[51]. Minimalne stezenie hamujace (MIC) badanych 3-hydroksylowanych kwaséw
thuszczowych: 3-(R)-hydroksydekanowego, 3-hydroksy-5-cis-dodecenowego, 3-(R)-
hydroksydodekanowego i 3-(R)-hydroksytetradekanowego wyniosto od 0,01 g1 do
powyzej 0,1 g1, Byto ono poréwnywalne z MIC amfoterycyny B, antybiotyku prze-
ciwgrzybowego wytwarzanego naturalnie przez bakterie Streptomyces sp. Zaobserwo-
wano, ze drozdze wykazuja wigksza wrazliwos¢ na obecnos$¢ hydroksylowanych kwa-
sow tluszczowych niz plesnie [36, 51].

W badaniach szczepdw L. sanfransciscensis oraz L. hammesii wykazano, ze wy-
twarzajg one izomery 18-weglowych kwasow tluszczowych, zawierajace od 0 do 3
grup hydroksylowych oraz od 0 do 3 wigzan podwdjnych. Przewazajaca czes$¢ stanowi-
ty monohydroksylowe kwasy thuszczowe, z ktorych najwigksze znaczenie miat izomer
o wzorze Ci3H330; [7]. Minimalne stezenie hamujgce dihydroksylowanych oraz trihy-
droksylowanych kwaséw tluszczowych wyniosto powyzej 20 g1", natomiast MIC
najbardziej efektywnej frakcji monohydroksylowych kwasow tluszczowych wyizolo-
wanych z L. hammesii oraz kwasu (R)-13-hydroksy-cis-9,trans-11-oktadekadienowego
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oszacowano jako 0,7 g — A. niger oraz 0,1 g1 — P. roqueforti. MIC kwasu rycyno-
lowego w stosunku do A. niger wyniosto 2,4 g-1", a kwasy: oleinowy, stearynowy oraz
nasycone tluszczowe nie wykazaty aktywnos$ci przeciwgrzybowe;j [7].

Bakteriocyny

Bakteriocyny sg peptydami syntetyzowanymi rybosomalnie, wykazujagcymi ak-
tywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa [65]. Sg zwigzkami o whasciwosciach kationowych,
zbudowanymi z 20 + 50 aminokwasow 1 sktadajagcymi si¢ z dwoch czgsci: hydrofobo-
wej oraz hydrofilowej [49]. Cechuja si¢ znaczng aktywnos$cig przeciwbakteryjng oraz
ograniczonymi wlasciwosciami przeciwgrzybowymi wzgledem waskiej grupy drozdzy
1 plesni. Oprocz bakteriocyn wyizolowanych ze szczepu Lactobacillus curvatus A61,
ograniczajacych wzrost Cladosporium sp. i Fusarium sp. [1], niewiele jest doniesien
literaturowych na temat inhibicji wzrostu grzybow przez inne bakteriocyny wytwarza-
ne przez bakterie Lactobacillus sp. Bakteriocyny wykazujg najsilniejsze dziatanie an-
tagonistyczne wobec gatunkoéw spokrewnionych, czego przykladem jest plantarycyna
7J008, zwigzek wytwarzany przez L. plantarum ZJ008 i charakteryzujgcy si¢ wysoka
aktywnoscia przeciwbakteryjng, takze wobec drobnoustrojéw patogennych. Mecha-
nizm aktywnos$ci antagonistycznej bakteriocyn moze by¢ zwigzany z zahamowaniem
syntezy DNA, RNA i ATP, ograniczeniem syntezy bialek, zaburzeniem potencjatu
membranowego, zakldceniem rownowagi jonowej czy gradientu pH [64]. Bakteriocy-
ny sa wykorzystywane jako naturalne konserwanty zywnos$ci, czego przyktadem jest
nizyna, policykliczny peptyd zlozony z 34 aminokwasow i wytwarzany przez Lacto-
coccus lactis subsp. lactis. Nizyna ma status GRAS (ang. generally recognized as safe)
i jest stosowana do produkcji serow dojrzewajacych, bitej Smietany, deserow czy sera
Mascarpone oraz jako stabilizator aktywny wobec bakterii Gram-dodatnich.

Niskoczasteczkowe metabolity

Metabolity o masie czasteczkowej mniejszej niz 10-10° Da sg postrzegane jako
zwigzki o silnych wtasciwosciach przeciwgrzybowych [19, 22, 45]. Przyktadem nisko-
czasteczkowych zwigzkow o dziataniu przeciwgrzybowym jest pentocin TV35b, bak-
teriocynopodobny peptyd o masie czasteczkowej (2,35 + 3,40)-10° Da, produkowany
przez Lactobacillus pentosus i powodujacy inhibicj¢ grzybow Candida albicans [41].

Innym zwigzkiem niskoczgsteczkowym o wysokiej aktywnosci przeciwdrobnou-
strojowej jest reuteryna (aldehyd 3-hydroksypropionowy), ktéra hamuje wzrost niektd-
rych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, a takze drozdzy i plesni. Niektore
szczepy bakterii mlekowych Lactococcus lactis sa zdolne do jej wytwarzania w obec-
nosci glicerolu [36].

Voulgari i wsp. [59] wyizolowali z jogurtéw oraz seroOw niestarterowe heterofer-
mentatywne szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus, ktore wytwarzaly niskoczastecz-
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kowe substancje bialkowe. Budowa tych zwigzkow nie zostata opisana w literaturze,
jednak potwierdzono ich aktywnos$¢ przeciwgrzybowa wobec plesni Penicillium sp.
oraz drozdzy D. hansenii i S. cerevisiae.

Inne produkty Lactobacillus o aktywnoSci przeciwgrzybowej

Istotnym zwigzkiem o aktywnos$ci przeciwgrzybowej jest nadtlenek wodoru, wy-
twarzany przez niektore szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus. Wykazuje on silne
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, takze przeciwgrzybowe, ktore zostalty zaobser-
wowane wobec wybranych szczepow wskaznikowych drozdzy zasiedlajgcych zenski
uktad rozrodczy: C. albicans, C. pseudotropicalis, C. tropicalis [41]. Zaobserwowano,
ze bakterie z rodzaju Lactobacillus, wyizolowane zaréwno od zdrowych, jak i chorych
pacjentek, wytwarzaly najwigcej nadtlenku wodoru miedzy 48. a 72. godzing hodowli.
Po tym czasie niektore szczepy rozpoczety zwickszong produkcje kwasu mlekowego.
Szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus, ktoére maja enzym oksydazg flawoproteino-
wa, s zdolne do wytwarzania nadtlenku wodoru w warunkach tlenowych [49].

Wysoka aktywno$¢ przeciwgrzybowa, zwlaszcza w §rodowisku o pH ponizej 7,0,
przypisuje si¢ takze diacetylowi (butanodiolowi). Ogunshe i wsp. [41] zbadali zdolnos¢
szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus, wyizolowanych z uktadu rozrodczego ko-
biet zdrowych oraz chorych na kandydoze, do produkcji diacetylu. Zaobserwowano, ze
cztery szczepy Lactobacillus sp. pochodzace od zdrowych pacjentek wykazaty duza
zdolno$¢ wytwarzania diacetylu od 24. do nawet 120. godziny hodowli, natomiast
w przypadku bakterii mlekowych wyizolowanych od kobiet zakazonych drozdzami
Candida sp. zaobserwowano znaczne zréznicowanie w zakresie produkcji tego zwigz-
ku.

Inng grupg¢ metabolitow przeciwgrzybowych stanowia cykliczne dipeptydy (2,5-
diketopiperazyny), zwiazki niskoczasteczkowe produkowane przez szczepy bakterii
mlekowych, takie jak L. brevis oraz L. plantarum. Ze wzgledu na wysoka aktywnos$c
biologiczng cykliczne dipeptydy maja zastosowanie zarowno przemystowe, jak i kli-
niczne [4, 31]. Wykazujg one aktywno$¢ przeciwgrzybowa przy stezeniach od 0,5 mg
do kilku graméw w litrze medium [4, 36]. Przyktadami zwigzkoéw o budowie cyklicz-
nej wytwarzanymi przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, ktore hamujg wzrost droz-
dzy Candida sp. oraz Cryptococcus neoformans sg: cyklo(Phe-Pro), cyklo(Gly-Leu),
cyklo(Leu-Pro) oraz cyklo(Phe-4-OH-Pro) (rys. 1) [34, 40]. Silng aktywno$¢ przeciw-
drozdzowg przypisuje si¢ takze cis-cyklo(L-Val-L-Pro) i cis-cyklo(L-Phe-L-Pro), pro-
dukowanym przez szczep L. plantarum LBK-K10 [31].
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Rys. 1. Cykliczne dipeptydy: a) cyklo(Phe-Pro), b) cyklo(Phe-OH-Pro), ¢) cyklo(Gly-Leu)
Fig. 1.  Cyclic dipeptides: a) cyclo(Phe-Pro), b) cyclo(Phe-OH-Pro), c¢) cyclo(Gly-Leu)
Zrodto: / Source: [36]

Projektowanie aktywnoS$ci antagonistycznej bakterii mlekowych

Modulowanie metabolizmu bakterii Lactobacillus sp. jest mato poznanym kie-
runkiem badan. Opublikowano dotad niewicle prac na ten temat, jednak wskazuje sie,
ze jest to obiecujgca metoda syntezy metabolitow hamujgcych wzrost grzyboéw zanie-
czyszczajacych zywnos¢. Role zwigzkoéw stymulujgcych aktywnos$é przeciwgrzybowa
bakterii z rodzaju Lactobacillus moga peti¢ poliole (polihydroksyalkohole) oraz ich
galaktozydowe pochodne [26, 27, 29]. Dodanie do podtoza polioli takich, jak: glicerol,
laktitol, erytritol, sorbitol i mannitol powoduje zwigkszenie stref zahamowania wzrostu
grzybow wskaznikowych: F. latenicum, M. hiemalis, A. niger, A. ochraceus, C. vini, A.
alternata oraz G. candidum [26]. Co wigcej, zaobserwowano, ze spektrum aktywnosci
antagonistycznej bakterii Lactobacillus jest cechg szczepowa, natomiast dodanie polio-
li do podtoza wykazuje zréznicowany wptyw na badane szczepy plesni i drozdzy [26].
Moze to $wiadczy¢ o ukierunkowaniu metabolizmu badanych szczepoéw bakterii na
wytwarzanie specyficznych produktow przeciwgrzybowych. Podobng zaleznos$¢ zba-
dano po dodaniu do podtoza hodowlanego galaktozylowych pochodnych polioli, gal-
ksylitolu, gal-sorbitolu oraz gal-erytritolu [27]. Badane szczepy L. casei (LOCK 0908,
LOCK 0910), L. paracasei (LOCK 0919, LOCK 0922), L. acidophilus (LOCK 0927,
LOCK 0933) wykazaly znaczng rozbieznos$¢ kinetyki wzrostu oraz ilosci wytwarza-
nych kwasow mlekowego i1 octowego w zaleznosci od zastosowanego podtoza [27]. Co
wigcej, modyfikacja podtoza fermentacyjnego spowodowata zmiang pH medium MRS.
Medium, do ktérego dodano galaktozylowe pochodne polioli (gal-sorbitol, gal-erytritol
i gal-ksylitol), wykazato nizsze pH po fermentacji wybranych szczepow L. acidophilus
(18 szczepow), L. casei (15 szczepdw) oraz L. paracasei/casei (13 szczepow) niz
w obecnosci polioli (sorbitolu, erytritolu i ksylitolu) [29].

Waznym czynnikiem determinujacym aktywnos¢ przeciwgrzybowa Lactobacillus
sp. jest temperatura. Crowley i wsp. [11] zaobserwowali, ze badane szczepy L. planta-
rum (62 1 16) wykazuja najsilniejszg aktywno$¢ przeciwgrzybowa podczas wzrostu
w temp. 25 + 30 °C oraz przy pH w zakresie 4,0 + 6,0. Dane literaturowe wskazuja, ze
temperatur¢ wzrostu nalezy dobiera¢ nie tylko wzgledem wybranego szczepu bakterii,
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lecz takze wzgledem szczepu wskaznikowego [21]. Przyktadem jest szczep L. reuteri
eelp, ktory powoduje inhibicje wzrostu plesni A. niger najsilniej w temp. 30 °C, nato-
miast stabiej w temp. 37 °C. Ten sam szczep wykazuje silny efekt hamujacy wobec
plesni A. fumigatus w temp. 37 °C, a w temp. 30 °C nie wykazuje aktywnosci antago-
nistycznej wobec A. fumigatus [21].

Podsumowanie

Odpowiednio wyselekcjonowane szczepy bakterii fermentacji mlekowej, zdolne
do ograniczania zanieczyszczen grzybowych sg stosowane do produkcji zywno$ci fer-
mentowanej na swiecie. Przyktadem jest produkt o nazwie Bio Profit (Danisco Niebiill
GmbH, Niemcy), w ktérym zastosowano kultury starterowe Lactobacillus rhamnosus
LC705 (DSM 7061) oraz bakterie fermentacji propionowej Propionibacterium freu-
denreichii subsp. shermanii JS (DSM 7076) o wtasciwosciach ograniczajacych wzrost
drozdzy i grzybow strzepkowych [55]. Innym przykltadem jest Micrograd™ (Wesman
Foods Inc., OR, USA), w ktorym do wytworzenia fermentowanego napoju mlecznego
uzyto bakterii Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii. Napoj ten byt sta-
bilny i wykazywat wlasciwosci ograniczania wzrostu drozdzy, grzybow strzepkowych
i bakterii Gram-ujemnych [50]. Kolejnym przyktadem jest zastosowanie dodatkowo,
obok szczepionki typowej do produkcji jogurtu, preparatu zawierajacego bakterie Pro-
pionibacterium jensenii SM11 1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei SM20,
SM29 lub SM63, ktéry ogranicza wzrost drozdzy z rodzaju Candida, nie wplywajac na
cechy sensoryczne produktu koncowego [50].

Bakterie z rodzaju Lactobacillus wykazuja selektywna aktywno$¢ antagonistycz-
ng wobec grzybow zanieczyszczajacych zywnos¢. Spektrum tej aktywnosci jest zalez-
ne zaro6wno od szczepu bakterii, jak i od szczepu wskaznikowego grzybow. Dostepne
obecnie metody zwigkszania zakresu hamowania wzrostu grzybow przez bakterie
z rodzaju Lactobacillus nie zostaty dotad dostatecznie zoptymalizowane i nie pozwala-
ja na inhibicj¢ szerokiego spektrum drozdzy i plesni, jednak perspektywy zastosowania
ich w przyszlosci jako naturalnych metod ochrony zywnosci przed grzybami sg obiecu-

jace.

Praca finansowana w ramach grantu NCN, no 2013/09/B/NZ29/01806.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF LACTIC ACID BACTERIA OF LACTOBACILLUS GENUS
Summary

One of the methods of protecting fermented foods against undesirable microorganisms living therein is
using the lactic acid bacteria as natural bio-preservatives. The occurrence of lactic acid bacteria (LAB) in
food is particularly beneficial. In addition to their expected antibacterial and antifungal activities, LAB are
also characterized by their advantageous effect on human health for they stimulate gastrointestinal track to
prevent food-borne infections and they improve overall health. The spectrum of antifungal activity of
bacteria of the Lactobacillus genus, which is the main subject in this paper, results from the synthesis of
metabolites with antifungal properties, i.e. of primary metabolites: lactic acid and acetic acid, and of sec-
ondary metabolites: other organic acids, cyclic dipeptides, fatty acids and their hydroxylated derivatives,
low molecular weight compounds, bacteriocins, and hydrogen peroxide. The ability to synthesize the
above named compounds is not a feature common to all bacteria of the Lactobacillus genus; it is a strain-
linked ability of some individual bacterial cultures. Therefore, such strains of lactic acid bacteria are
sought, which have a broad spectrum of antagonistic activity against fungi as are the methods of increas-
ing that activity, for example by selecting optimal conditions of the fermentation process or by modifying
the composition of a medium, thus, changing the metabolism of lactic acid bacteria.

Key words: antifungal activity, antagonism, Lactobacillus sp., metabolites of LAB
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