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Streszczenie

W pracy okreslono aktywnos$¢ antagonistyczng 20 szczepéw L. acidophilus w stosunku do mikroflory
patogennej i zanieczyszczajacej zywnos¢: E. coli, S.aureus, P. aeruginosa, P. fluorescens, jak rowniez w
odniesieniu do dwdch szczepow bakterii mlekowych: L. acidophilus ATCC 4356 i L. rhamnosus GG
ATCC 53105. Stwierdzono, iz wszystkie badane szczepy L. acidophilus wykazuja zdolno$¢ hamowania
organizmow wskaznikowych. Sposrod 20 kultur bakterii mlekowych wytypowano 11, ktére charaktery-
zowaly sie najwyzszg aktywnoscia przeciwbakteryjna.

Poréwnanie 5 metod oznaczania antagonizmu pozwolito ponadto na dobranie odpowiedniej metody
badawczej. Najlepsze wyniki uzyskano stosujac metode: stupkowsg i kropelkowa. Metody te pozwalajg na
zachowanie dobrych warunkéw dyfuzji zwigzkéw antagonistycznych.

Wstep

Bakterie fermentacji mlekowej powszechnie wykorzystywane sg do biokonserwa-
cji zywnosci pochodzenia roslinnego i zwierzecego. Biologiczna konserwacja zywno-
§ci poprzez niedopuszczenie do rozwoju mikroorganizmow zanieczyszczajagcych zyw-
no$¢, w tym rowniez patogennych, jest mozliwa miedzy innymi dzieki produktom
przemiany materii bakterii fermentacji mlekowej, takim jak:

* kwasy organiczne: kwas mlekowy, kwas octowy, kwas 2-pirolidono-5-
karboksylowy,

* enzymy: ukiad laktoperoksydaza + nadtlenek wodoru, lizozym (w przypadku mu-
tantéw otrzymanych na drodze rekombinacji DNA),

* niskoczgsteczkowe produkty przemiany materii: reuteryna, diacetyl, kwasy
ttuszczowe,
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* bakteriocyny,
* nadtlenek wodoru.

Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie wymienionych produktow metabolizmu LAB
czesto wynika z ich synergizmu, jak réwniez zalezy od czynnikdw $rodowiskowych,
do ktérych nalezg: temperatura, uwodnienie, sktad chemiczny i pH $rodowiska.

Biokonserwacja surowcow spozywczych na drodze fermentacji pozwala ponadto
na rezygnacje lub zmniejszenie stosowanych konserwantow chemicznych [3], Za
szczegoOlnie cenne nalezy uznac zastosowanie do fermentacji zywnosci kultur LAB o
uzdolnieniach probiotycznych.

Bakterie kwasu mlekowego zastosowane jako probiotyki sg nowg alternatywa w
stabilizacji mikroflory jelitowej, gdzie poprzez kolonizacje nabtonka jelit zabezpie-
czajg organizm gospodarza przed niektorymi mikroorganizmami wywotujgcymi zatru-
cia pokarmowe. Ponadto bakterie te dzieki regulacji mikroflory btony Sluzowej jelit
ograniczajg (hamujg) aktywnos¢ tzw. enzymow fekélnych - B-glukuronidazy, redukta-
zy tlenku azotu czy reduktazy azotynowej, katalizujacych przemiane zwigzkéw pro-
kancerogennych do kancerogennych [2, 4],

W zywnosci fermentowanej bakterie mlekowe odpowiedzialne sg za ksztattowa-
nie cech sensorycznych, przedtuzenie trwatosci, oraz zwiekszenie wartosci odzywczej i
dietetycznej. Od probiotycznych bakterii kwasu mlekowego stosowanych w przetwar-
stwie zywnosci wymaga sie bezpieczenstwa zdrowotnego, odpornosci na dziatanie
soku zotagdkowego i zdkci, tworzenia niewielkich ilosci kwasu D(-)-mlekowego, adhe-
rencji do btony Sluzowej jelit oraz wysokiej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.

Celem podjetych badan byta charakterystyka posiadanej kolekcji bakterii Lacto-
bacillus acidophilus i wybdr szczepdw o wysokiej aktywnosci hamowania wzrostu
mikroorganizméw odpowiedzialnych za psucie sie zywnosci oraz chorobotwoérczych
dla cztowieka. Zmierzano réwniez do wyboru metody kontroli aktywnos$ci antagoni-
stycznej bakterii mlekowych.

Materiaty i metody

Materiatem badawczym byto 20 szczepdéw Lactobacillus acidophilus. Szczepy
oznaczone symbolami: Ros, 172, H-1, Ch-2, In3, Cz-1, 343, 336, Indi, 20T1 otrzyma-
no z zakladu Biolacta - Texel w Olsztynie; Bauer, Ch-5, A92, Diat, Nestle pochodzg z
Prague Technical University, Dept. Milk Fat Technology; szczepy NCAINB 1075,
NCAINB 1152 pochodzg z National Colection of Agricultural and Industrial Microor-
ganisms w Budapeszcie, natomiast szczepy 1, 03, B nalezg do kolekcji LOCK 105 w
Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki £.6dzkiej. Badaniami
réwniez objeto dwa szczepy referencyjne - Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 oraz
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53105 otrzymane z Collegium Medicum Uniwer-
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sytetu Jagiellonskiego w Krakowie, ktore stuzyly zaréwno jako materiat antagoni-
styczny i kontrolny. Jako mikroorganizmy wskaZznikowe stosowano oprdcz referencyj-
nych bakterii mlekowych, szczepy bakterii wzorcowych otrzymane z Panstwowego
Zaktadu Higieny: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oraz szczepy Escherichia coli i Pseu-
domonas fluorescens z kolekcji wiasnej Instytutu Technologii Fermentacji i Mikro-
biologii PL.

Bakterie uaktywniano z zamrozonych 24-godzinnych hodowli (zawierajgcych
20% glicerolu), poprzez dwukrotny pasaz w podtozu ptynnym MRS (bakterie mleko-
we) lub w bulionie wzbogaconym (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, P. fluorescens).
Bakterie mlekowe hodowano w inkubatorze w obecnosci 5% (v/v) C02 w temperatu-
rze 37°C, pozostate w kultury hodowano warunkach tlenowych, w temperaturze 37°C.

W badaniach antagonizmu miedzyszczepowego zastosowano 5 metod.

Metoda kropelkowa polega na réGwnolegtym wzroscie szczepu wskaznikowego i
badanego. Na podtoze MRS nanoszono w formie kropli 5 pi hodowli bakterii antago-
nistycznych, po 24-godzinnej inkubacji powierzchnie zalewano murawg zawierajaca
szczep wskaznikowy w ilosci 105106 jtk/ml. Ptytki ponownie inkubowano przez 24
godziny. Wyniki odczytywano jako strefy zahamowania wzrostu szczepu wskazniko-
wego, mierzone w mm, odejmujac Srednice hodowli szczepu antagonistycznego.

Metoda stupkowa [5] oparta jest réwniez na réwnolegtym wzroscie szczepow
badanych (wskaznikowego i antagonistycznego). Z przero$nietego bakteriami mleko-
wymi (24 h) statego podtoza MRS wycinano stupki o $rednicy 10 mm i umieszczano je
na ptytkach z murawg zaszczepiong szczepem wskaznikowym (105-10Cjtk/ml). Po 24
godzinach inkubacji odczytywano strefy przejasnienia murawy wokot stupkow. Wynik
podawano w mm po odjeciu $rednicy stupka.

Metoda studzienkowa A - w podtozu statym zaszczepionym szczepem wskazni-
kowym (105-06jtk/ml) wycinano studzienki o $rednicy 10 mm. Nastepnie do studzie-
nek wprowadzano 24-godzinne hodowle ptynne szczepéw antagonistycznych, ktére
nastepnie zestalano w studzienkach poprzez dodatek agaru , w ilosci 1% (v/v). Po do-
bowej inkubacji mierzono $rednice hamowania wzrostu organizmu wskaznikowego.
Wynik podawano w mm, jako rdznice pomiedzy $rednicg hamowania wzrostu szczepu
wskaznikowego a $rednicg studzienki.

Metoda studzienkowa C [1] - murawe zawierajacg szczep wskaznikowy przy-
gotowywano jak poprzednio. Do studzienek wprowadzano odwirowang i przefiltrowa-
ng przez filtr bakteriologiczny o $rednicy poréw 0,2 pmi, ciecz po 24-godzinnej ho-
dowli szczepu antagonistycznego, w ilosci 60 pi. Po 24 godzinach inkubacji odczyty-
wano strefy hamowania wzrostu szczepu wskaznikowego, po uwzglednieniu (odjeciu)
$rednicy studzienki. Wynik podawano w mm.
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Metoda krazkowa - w metodzie tej rowniez zastosowano ciecz po hodowli
szczepOw antagonistycznych (przygotowanej w identyczny sposob jak w metodzie
studzienkowej C). Na murawie zawierajgcej szczep wskaznikowy, umieszczano bibu-
towe krazki o $rednicy 5 mm, nasgczone cieczg po hodowli szczepdw antagonistycz-
nych. Po 24 godzinach inkubacji odczytywano strefy hamowania wzrostu mikroorga-
nizmu wskaznikowego. Wyniki podawano w mm, jako réznice $rednicy hamowania
wzrostu organizmu wskaznikowego i Srednicy bibutowego krazka.

Wyniki i dyskusja

Metody szybkiego wykrywania antagonistycznych wiasciwosci mikroorgani-
zmOw oparte sg na mechanizmie dyfuzji substancji hamujgcych w Zelu. Produkty
przemiany materii bakterii mlekowych, zardbwno kwasy organiczne, ich pochodne jak i
niskoczasteczkowe produkty takie jak diacetyl, reuteryna, a nawet bakteriocyny majg
mozliwo$¢ réwnomiernego rozprzestrzeniania sie w srodowisku zelowym.

Nalezy jednak pamieta¢, ze sktad i ilos¢ wytwarzanych metabolitéw jest cechg
bardzo indywidualng czyli szczepowa. W obrebie jednego gatunku moga wystepowaé
organizmy o szerokim spektrum dziatania antagonistycznego, jak i takie ktore nie po-
siadajg takich wiasciwosci lub sg one bardzo stabo zaznaczone. Ponadto wplyw na
jakosc¢ i ilos¢ wytwarzanych metabolitow majg czynniki srodowiskowe: skiad podtoza
wzrostowego, jak i warunki hodowli - temperatura, napowietrzanie, wiek hodowli (fa-
za wzrostu mikroorganizmu).

W oparciu o uzyskane wyniki stwierdzono, ze zdolno$¢ hamowania wzrostu bak-
terii wskaznikowych posiadajg wszystkie badane szczepy bakterii fermentacji mleko-
wej Lactobacillus acidophilus. Wykazano jednak istotne zrdznicowanie (tab. 1) tej
cechy, a efektywnos$¢ inhibicji wzrostu wyraznie zalezata od wrazliwo$ci szczepu
wskaznikowego na wybrane produkty przemiany bakterii fermentacji mlekowej, jak i
od zastosowanej metody badawczej. Sposrod 5 kultur kontrolnych bedgcych mikroflo-
ra zanieczyszczajaca zywnos¢, najwrazliwszy na metabolity LAB okazat sie szczep
bakterii P.aeruginosa ATCC 27853, natomiast znacznie mniejszg wrazliwoscig cha-
rakteryzowat sie szczep S.aureus ATCC 25923.

Sposréd zastosowanych 5 metod oznaczania antagonizmu miedzyszczepowego,
efektywne okazaty sie metody, gdzie mozliwy byt wzrost zarébwno szczepu antagoni-
stycznego jak i wskaznikowego, tzn. metoda stupkowa, kropelkowa i studzienkowa A.
Metody gdzie stosowano ciecz po hodowli bakterii mlekowych, jako czynnik prze-
ciwdrobnoustrojowy (metoda kragzkowa i studzienkowa C) byty mato efektywne (rys.
1). Wyniki antagonizmu miedzyszczepowego, badane roznymi metodami nie wykazy-
waly korelacji. Metoda studzienkowa C mogtaby znalez¢ zastosowanie w przypadku
zatezenia cieczy po hodowli, co jednak znacznie wydtuza czas procedury i moze po-
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wodowaé niekorzystne zmiany sktadu metabolitdw LAB o wiasciwosciach antagoni-
stycznych, np. usuniecie aldehydu octowego poprzez odparowanie.

Tabela 1

Aktywnos$¢ antagonistyczna Lactobacillus acidophilus.
Antagonistic activity of Lactobacillus acidophilus.

Strefa hamowania szczepu wskaznikowego (warto$¢ srednia)

[mm]
Szczep . P. aerugi- L. acido- L. rhamno-

antagonistyczny E. coli . S. aureus nosa P.flu- philus sus GG

ATCC E.coli ATCC

95922 25923 ATCC orescens  ATCC ATCC

27853 4356 53105

L. acidophilus Cz-1 6,7 10,0 3,0 9,0 10,0 - -
L. acidophilus Diat 10,0 9,7 3,0 12,3 10,3 - -
L. acidophilus Indi 538 12,0 6,3 13,0 11,7 57 8,3
L. acidophilus 336 6,3 12,0 2,0 13,5 10,3 7,3 8,0
L. acidophilus H-I 75 14,0 58 14,5 10,8 6,3 9,0
L. acidophilus In3 9,5 10,7 8,0 11,0 9,0 - -
L. acidophilus Ch-2 8,0 12,7 3,0 11,0 9,7 7,3 7,7
L. rhamnosus GG
ATCC 53105 4,0 8,0 4,0 7,0 10,0 Nd Nd
L. acidophilus Ros 6,8 10,7 6,0 11,0 10,7 - -
L. acidophilus 172 11,0 14,3 9,5 11,0 11,7 8,0 8,0
L. acidophilus A 92 10,0 13,3 10,0 12,8 10,0 8,0 6,0
L. acidophilus Ch-5 75 10,7 4,8 115 11,0 - -
L. acidophilus 1 2,0 10,7 2,0 115 10,7 3,4 2,3
L. acidophilus 0,3 10,5 12,7 9,5 11,5 10,7 6,8 6,0
L. acidophilus ATCC ¢ 9,8 11,0 12,0 10,0 Nd Nd
4356
L. acidophilus
NCAINB 1075 135 12,7 19,0 18,5 11,0 6,3 6,3
L. acidophilus Bauer 7,3 13,7 17,0 16,8 10,3 9,0 8,3
L. acidophilus Nestle 7.8 - 12,8 17,8 - -
L. acidophilus 343 8,5 12,3 14,8 18,0 10,7 7.3 8,7
L. acidophilus B 7.8 10,7 16,0 17,0 10,0 - -
L. acidophilus 20T1 14,0 12,0 14,0 17,0 10,0 7,0 8,3
L. acidophilus
NCAINB 1152 11,0 10,0 16,3 18,25 11,7 Nd Nd

Nd - nie oznaczano, - brak aktywnos$ci antagonistycznej, aktywno$¢ antagonistyczng oznaczano metoda
stupkowa
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Rys. 1. Aktywno$¢ antagonistyczna LAB wobec szczepéw wskaznikowych w zalezno$ci od stosowanej
metody oznaczania.
Fig. 1. Influence of assay methods on assessment of LAB antagonistic activity.
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Najlepsze i przejrzyste wyniki uzyskano stosujgc metode kropelkowg i stupkowg
pomijajac metode studzienkowg A, ktdérej wadg bylo wysychanie hodowli bakterii
antagonistycznych w studzienkach, co miato niekorzystny wptyw na efektywnos¢
wzrostu, a w konsekwencji rowniez produktywnos¢ metabolitdw o aktywnosci antago-
nistycznej.

Podsumowanie

Prezentowane w pracy wyniki badan nalezg do wstepnych prac zmierzajgcych do
wytypowania z posiadanej kolekcji bakterii L. acidophilus kultur o wiasciwosciach
probiotycznych. W nastepnym etapie badan zostang skonstruowanie szczepionki do
produkcji mlecznych preparatéw probiotycznych, np. mleka acidofilnego.

Badane szczepy L. acidophilus, hodowane w podtozu MRS, wykazujg aktywnos¢
antagonistyczng przynajmniej w stosunku do 5 z 7 szczepdw wskaznikowych, z wyjat-
kiem jednego szczepu L. acidophilus Nestle, ktéry hamowat tylko 3 z nich, tzn. E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 i P. aeruginosa ATCC 27853. Sposrdd analizo-
wanej grupy mikroorganizmow wytypowano 11 szczepédw L. acidophilus charaktery-
zujacych sie wysoka aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg (zdolno$¢ hamowania
wzrostu wszystkich 7 szczepdw wskaznikowych). Wiasciwosciami takimi cechowaty
sie kultury: Indl, 336, H-I, Ch-2, 172, A92, 0,3, NCAINB 1075, Bauer, 343, 20T1.
Wymienione szczepy charakteryzujg sie réowniez aktywnoscig antagonistyczng w sto-
sunku do mikroorganizmow tego samego rodzaju a nawet gatunku. Efektywnie hamuja
wzrost 21 szczepdw badanych L. acidophilus, ponadto inhibujg wzrost 5 szczepow
innych gatunkéw bakterii mlekowych, uznanych jako kultury referencyjne: L. ther-
mophilus 094 11.78 NCDO 489, L. crispatus NCFB 2752, L. casei NCDO 206, L. ca-
sei Shirota oraz L. gasseri (niepublikowane badania wiasne), co jest niezmiernie wazne
podczas komponowania szczepionek.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF LACTOBACILLUSACIDOPHILUS -
LACTIC ACID BACTERIUM

Summary

Antimicrobial activity of 20 strains of L.acidophilus against important food borne pathogens: E. coli,
S. aureus, P. aeruginosa, P. fluorescens, and 2 strains lactic acid bacteria L.acidophilus ATCC 4356 and
L.rhamnosus GG ATCC 53105 was estimated. All the L. acidophilus strains revealed inhibition activity
against indicator organisms. Eleven strains with highest antagonistic activity were screened from this
group ofL. acidophilus.

Antagonistic activity of L. acidophilus was tested in accordance with five different methods. The best
results were obtained with double layer methods and agar slab techniques, which gave good diffusion
conditions of antagonistic factors. ||8



