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JOANNA KRASZEWSKA, WIES AW WZOREK, IWONA WOJTASIK

WP YW WARUNKOW HODOWLI SZCZEPOW Z GATUNKU
LACTOBACILLUSPLANTARUM NA ICH AKTYWNO
ANTAGONISTYCZN

Streszczenie

Obecnie du ym zainteresowaniem cieszy s ywno funkcjonalna, do ktérej nale  m.in. produkty
zawierg) ce ywe kultury bakterii probiotycznych (np. bakterie fermentacji mlekowej). Bakterie
fermentacji mlekowej odgrywaj kluczow rol podczas naturalnej konserwacji produktow spo ywczych.
Drobnoustroje te wytwarzaj wiele zwi zkbw o w a ciwo ciach antagonistycznych wobec bakterii
gnilnych i chorobotworczych, a tak e dro d y i ple ni. Zdolno  produkcji przez bakterie fermentacji
mlekowej metabolitéw antagonistycznych zale y od wielu czynnikéw m.in. temperatury i czasu hodowli
bakterii.

Celem pracy by o okre lenia wp ywu warunkéw (temperatury, czasu) hodowli szczepéw z gatunku
Lactobacillus plantarum na w a ciwo ¢i antagonistyczne w stosunku do bakterii gram-dodatnich oraz
gram-ujemnych.

Stwierdzono, e badane szczepy hamuj wzrost stosowanych bakterii wska nikowych. Wykazano
wp yw czasu oraz temperatury inkubacji bakterii fermentacji mlekowej na ich dzia anie antagonistyczne
w stosunku do bakterii wska nikowych. Najwi ksze strefy zahamowania wzrostu obserwowano - na ogo
- stosyj ¢ 48-godzinn inkubac] bakterii fermentacji mlekowej w temperaturze 37°C. Badane szczepy
Lactobacillus plantarum inkubowane w temp. 6°C nie wykazyway zdolno ci hamowania wzrostu bakterii
E. coli ATCC 25922, P. mirabilis 180, K. ornithinolytica.

S owa kluczowe: probiotyki, bakterie fermentacji mlekowej, Lactobacillus plantarum, antagonizm

Wprowadzenie

Zastosowanie bakterii fermentacji mlekowej w produkcji ywno ci przyczyniasi
do wyeliminowania lub zahamowania rozwoju drobnoustrojéw toksynotworczych,
patogennych oraz powoduj cych psucie s produktéw spo ywczych. Udzia bakterii
fermentacji mlekowej w konserwowaniu ywno ci zwi zany jest z hamuj cym
wp ywem produkowanych przez nie metabolitbw. Do zwi zkbw o charakterze
antagonistycznym, produkowanych przez bakterie fermentacji mlekowej nale  m.in.:
kwas mlekowy i octowy [1], kwas 2-pirolidono-5-karboksylowy [15], kwasy
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t uszczowe [5], kwas fenylomlekowy i 4-hydroksyfenylomlekowy [14], nadtlenek
wodoru [3], bakteriocyny [2], diacetyl [6], adehyd octowy, etanol [13], kwas
benzoesowy, 5-metylohydantoina, lakton kwasu mewalonowego [12]. Wed ug danych
literaturowych [7, 8] zdolno bakterii fermentacji mlekowej do syntezy zwi zkéw o
w a ciwo ciach antagonistycznych zale y nie tylko od szczepu bakterii, ale rownie od
warunkow rodowiska, fizycznych i chemicznych, takich jak: wiek hodowli (faza
wzrostu drobnoustrojéw), skad podo a, pH rodowiska, temperatura czy czas
inkubacji.

Celem pracy by o okre lenie antagonistycznej aktywno ci szczepdw z gatunku
Lactobacillus plantarum w zale no ¢ci od temperatury i czasu hodowli bakterii
fermentacji mlekowsy.

Materia i metody bada

W badaniach stosowano szczepy nale ce 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  wska nikowe zastosowano bakterie gram-dodatnie:
Saphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus
cereus ATCC 11778, Bacillus pumilus ATCC 8241, Bacillus megaterium,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 oraz gram-ujemne paeczki z gatunkéw:
Escherichia coli ATCC 25922, Citrobacter freundii 488, Pseudomonas fluorescens
16/94, Proteus mirabilis 180, Klebsiella ornithinolytica.

W a ciwo ci antagonistyczne bakterii fermentacji mlekowe] badano metod
supkow [9]. Celem okre leniawp ywu czasu inkubacji bakterii fermentacji mlekowej
na syntez substancji antagonistycznych 24-godzinn hodow! posiewano na pod o e
MRS i inkubowano w temp. 28°C przez 24, 48 oraz 72 godz. Do okre lenia wp ywu
temperatury inkubacji hodow! szczepdw z gatunku L. plantarum prowadzono przez
48 godz. w temp. 6, 22 oraz 37°C. Nast pnie z pod 0 a z wyros hodow! bakterii
fermentacji mlekowej wycinano s upki i przenoszono na p ytki z zestalonym bulionem
wzbogaconym (BTL Sp.z o.0. Zak ad Enzymow i Peptondw) zawiergi cym 24-
godzinn hodowl szczepu wska nikowego. W ten sposodb przygotowane hodowle
inkubowano w temp. 37°C przez 24 godz. w anaerostatach. Po tym czasie mierzono

rednic strefy zahamowania wzrostu szczepu wska nikowego (testowego). Wynik
podawano w mm po odj ciu rednicy supka. Wykonano sze serii do wiadcze ,
kad w dwoch powtdrzeniach. Wyliczono warto ci  rednie oraz odchylenia
standardowe.

Wyniki i dyskuga

Wp yw czasu inkubacji wybranych szczepow z gatunku Lactobacillus plantarum
na ich waciwo ci antagonistyczne przedstawiono w tab. 1. Ka dy z badanych



Tabelal

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

Szczepy badane / Studied strains
L. plantarum L. plantarum L. plantarum
Szczepy testowe L. plantarum 44 L. plantarum 299v
Test drains ATCC 4080 NCAIM B.01834 NCAIM B.01149

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

24 | a8 | 72 | 24 | a8 | 72 | 24 | a8 | 72 | 24 | 48| 72 | 24 | 8| 72

Bakterie gram-dodatnie / Gram-positive bacteria

S epidermidis | 27,8 | 228 | 103 | 250 | 24,7 | 118 | 243 | 257 | 135 242 | 237 | 148 | 252 | 21,3 | 123
ATCC 12228 +04 | 12 | +05 | 09 | 08 | 1,3 | 05 | 0,8 | +1,3 | 1,3 | 05 | #15 | *15 | +0,8 | 0,5

B. subtilis 58 9,2 10,3 6,5 10,2 9,2 58 8,8 10,5 53 10,0 9,8 6,5 7,5 | 10,5
ATCC 6633 +08 | +04 | +10 | 14 | 15 | 04 | #01 | 12 | +06 | 05 | +1,3 | #0,8 | +1,1 | +1,1 | 0,6
B. cereus 10,2 | 12,3 8,5 11,2 | 128 6,8 120 | 122 6,5 12,2 | 133 6,7 112 | 112 | 6,3

ATCC 11778 +04 | +14 | +06 | *04 | 0,1 | +08 | #11 | #13 | +06 | 12 | 0,8 | £05 | *0,8 | +0,1 | 0,5

B. pumilus 52 7,8 7,5 58 8,0 7,7 6,8 8.2 7,7 7,0 8,7 8,5 6,7 7,8 7,5
ATCC 8241 +04 | +0,1 | +06 | 04 | *06 | *08 | +1,3 | 0,8 | +05 | *0,9 | 05 | #0,6 | +1,0 | +0,1 | +0,8

50 | 11,8 53 6,3 11,2 4,8 6,2 10,0 55 6,0 10,0 50 58 | 10,2 | 45

B. megaterium
+0,0 | t04 | 05 | +15 | +04 | 04 | 15 | +06 | +06 | +16 | +1,1 | 06 | 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 9,2 105 | 11,3 8,3 9,8 9,3
ATCC 29212 04 | 15| #14 | ¥14 | ¥12 | £06 | #05 | 13 | +09 | 12 | 1,7 | #19 | +10 | +0,8 | 0,8




c.d. tab. 1.

Bakterie gram-ujemne / Gram-negative bacteria

E. coli 6,7 83 10,3 7,2 9,8 9,8 6,0 7,3 11,0 57 7,2 10,5 6,8 | 13,0 | 10,7
ATCC 25922 +14 | £10 | +10 | +04 | *08 | *08 | +00 | +0,8 | +06 | 05 | +0,8 | #0,6 | 1,3 | +1,1 | 0,8

4,0 50 4,7 4,7 57 4,0 4,5 53 4,0 4,0 4,7 53 50 4,3 53

K. ornithinolytica
+0,0 | £1,3 | #05 | 05 | +09 | +00 | +06 | +0,8 | +0,0 | +0,0 | 14 | £05 | +0,0 | £1,2 | 0,5

4,0 6,3 8,5 50 7,0 6,3 50 6,0 7,5 50 7,0 8,7 5,8 80 | 82
+00 | +05 | 06 | 00 | *06 | *05 | +16 | 00 | +06 | *09 | 09 | #05 | *1,3 | +0,9 | +0,8

C. freundii 488

P. fluorescences | 10,7 | 97 | 95 | 107 | 113 | 102 | 105 | 90 | 85 | 108 | 100 | 98 | 11,3 | 110 | 93
16/94 05 | 12 | #0,8 | *1,0 | #10 | +08 | 06 | +09 | #11 | *08 | +1,1 | +0,8 | *0,5 | *0,6 | 05

42 | 62 | 83 | 52 | 52 | 72 | 48 | 68 | 77 | 45 | 52 | 78 | 45 | 60 | 67
+04 | 04 | +05 | +08 | 04 | +16 | +04 | +15 | +10 | +06 | +04 | +1,0 | +0,6 | +0,0 | 05

P. mirabilis 180

Obja nienia: / Explanatory notes:
wyniki podano jako redni z 6 serii / the results were provided as mean from 6 series;
+ - odchylenie standardowe / + - standard deviation



Tabela 2

Wielko stref zahamowania wzrostu szczepow testowych determinowana temperatur inkubacji bakterii fermentacji mlekowej [mm].
Zones inhibition growth of test bacteria was determined by incubation temperature of lactic acid bacteria [mm].

Szczepy badane / Studied strains
L. plantarum L. plantarum L. plantarum
Szczepy testowe L. plantarum 44 L. plantarum 299v
. ATCC 4080 NCAIM B.01834 NCAIM B.01149
Test strains - — -
Temperaturainkubacji [°C] / Incubation temperature [°C]
6 | 22 | 3w | 6 | 2| 3w | 6 | 23] 6 |2]3] 6| 2]3x;
Bakterie gram-dodatnie / Gram-positive bacteria
S epidermidis 6,8 7,0 8,0 58 75 9,5 6,3 8,5 10,8 5,8 95 | 108 | 55 8,2 10,5
ATCC 12228 04 | +08 | 14 | +10 | #1,3 | +13 | 05 | #0,7 | #1,7 | 1,7 | #0,6 | £15 | #1,2 | 0,8 | *1,3
B. subtilis 55 10,3 | 47 4,7 11,0 53 55 108 | 63 50 | 10,3 | 7,0 48 10,2 6,3
ATCC 6633 06 | +15 | z0,8 | +14 | £16 | +14 | 14 | #15 | #14 | 00 | #1,0 | 1,8 | 04 | 0,8 | 0,5
B. cereus 13 7,7 85 1,0 73 10,0 1,3 5,7 8,8 13 6,5 | 10,0 1,0 6,3 9,0
ATCC 11778 05 | +10 | £15 | +00 | #10 | 1,7 | £05 | #1,2 | #21 | 05 | #1,1 | #0,8 | £0,0 | £1,0 | +2,7
B. pumilus 3,2 6,5 4,2 2,8 7,0 6,7 35 6,0 6,0 2,7 73 8,5 2,2 7,0 53
ATCC 8241 04 | +06 | 2,2 | 08 | 0,0 | +19 | 06 | #0,0 | #1,8 | +05 | #05 | 0,6 | 04 | #0,0 | +0,8
i 4,5 58 7,0 38 6,3 75 33 6,3 8,2 33 53 75 33 53 75
B. megaterium

+06 | 04 | x0,0 | 08 | 05 | +1,2 | £05 | 05 | 0,8 | +08 | #05 | 0,6 | #05 | 05 | 1,1
E. faecalis 33 6,3 7,7 3,7 73 8,0 33 78 75 35 9,7 73 4,0 9,0 8,5
ATCC 29212 12 | 05 | 1,8 | +10 | #10 | 00 | £1,0 | #05 | #16 | +08 | #05 | 05 | 0,0 | 0,9 | £1,9




c.d. tab. 2.

Bakterie gram-ujemne / Gram-negative bacteria

E. coli 00 22 | 250 | 0,0 3,5 24.8 00 35 | 260 | 00 37 | 27,0 00 35 | 29,0
ATCC 25922 ’ +0,4 | +1,6 +0,6 | 15 ’ +0,6 | 1,4 +0,5 | +1,8 ’ +0,6 | +0,0
o _ 3,0 3,3 3,5 3,3 3,2 42 42 4,0 42 75 | 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 | 05
- 13 5,2 5,0 2,0 5,0 5,8 13 5,2 55 1,8 6,0 4,7 1,3 5,8 5,3
C. freundii 488
+0,5 | 04 | +0,0 | +0,0 | +0,0 | +0,8 | +05 | +04 | +0,8 | +0,4 | +00 | +05 | +05 | +1,0 | 05
P.fluorescences | 1,3 9,2 6,7 15 5,0 6,3 13 8,7 7,0 3,0 7,2 6,0 3,0 7,2 5,3
16/94 +05 | +12 | +0,8 | +0,8 | +0,0 | +1,8 | +05 | +0,5 | +1,7 | +00 | +04 | +1,1 | 0,6 | +0,8 | 1,5
S 7,0 45 7,7 4,2 5,3 438 57 6,2 55 43
P. mirabilis 180 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
+24 | +0,8 +0,5 | +0,8 +14 | 0,8 +0,5 | +0,4 +0,6 | 0,5

Obja nienia: / Explanatory notes:

wyniki podano jako redni z 6 serii / the results were provided as mean from 6 series,

+ - odchylenie standardowe / + - standard deviation
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szczepow wykazywa zdolno  hamowania wzrostu zaréwno bakterii gram-dodatnich,
jak i gram-ujemnych, przy czym zaobserwowano ré nice w szeroko ci stref
zahamowania wzrostu, np. mniejsze strefy w przypadku bakterii gram-ujemnych.

Najwi ksze strefy zahamowania wzrostu bakterii gram-dodatnich ( rednio 7,5—
25,7 mm) stwierdzono po zastosowaniu 48-godzinnej hodowli; a najmnigjsze strefy
( rednio 4,5-14,8 mm) po 72-godzinng inkubacji bakterii fermentacji miekowsj.
W réd badanych szczepdéw z rodzaju Bacillus sp. najwi ksze strefy zahamowania
wzrostu obserwowano na ogé po zastosowaniu 48-godzinnegl hodowli Lactobacillus
plantarum. Nawi ksz aktywno antagonistyczn wobec S epidermidis ATCC
12228 (strefy zahamowania - 24,2-27,8 mm) wykazyway 24-godzinne hodowle
bakterii mlekowych.

Hamowanie wzrostu paeczek gram-ujemnych, wyra one szeroko ci  stref, w
zale no ci od czasu inkubacji szczepéw badanych by o zré nicowane i przedstawia o
S W sposdb nast puj cy: 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) by y
ngjwi ksze podczas zastosowania bakterii mlekowych inkubowanych 72 godz.
Najwi ksze strefy zahamowania wzrostu (10,5-11,3 mm) P. fluorescens 16/94
obserwowano po zastosowaniu 24-godzinnegj hodowli bakterii fermentacji mlekows.

Innym z czynnikéw odpowiadaj cych za wielko stref zahamowania wzrostu
bakterii wska nikowych jest temperatura inkubacji bakterii fermentacji miekowsj.
W badaniach stosowano temp. 6, 22 i 37°C i jeden przedzia czasowy inkubacji tj. 48
godz. (tab. 2).

Najwi ksze strefy zahamowania wzrostu bakterii gram-dodatnich ( rednio 4,2—
10,8 mm) stwierdzono po zastosowaniu hodowli Lactobacillus plantarum w temp.
37°C. Natomiast ngmnigjsze strefy odnotowano po inkubacji  bakterii
antagonistycznych w temp. 6°C ( rednio 1,0-6,8 mm). Jest to prawdopodobnie
zwi zane z faktem, e bakterie fermentacji miekowej produkuj mnigjsze ilo ci
zwi zkow o0 dzia aniu antagonistycznym podczas inkubacji w temperaturze ni szej od
ich optymalnej temperatury wzrostu (28°C).

Najwi ksze strefy zahamowania wzrostu bakterii gram-ujemnych ( rednio 3,3—
29,0 mm) stwierdzono w przypadku u ycia hodowli bakterii fermentacji mlekowe)
inkubowanych w temp. 37°C. Natomiast ngimnigjsze strefy zahamowania wzrostu
testowych paeczek gram-ujemnych wyst piy po zastosowaniu hodowli
inkubowanych w temp. 6°C ( rednio 0,04,2 mm). Badane szczepy Lactobacillus
plantarum inkubowane w temp. 6°C nie wykazyway zdolno ci hamowania wzrostu
bakterii E. coli ATCC 25922, P. mirabilis 180, K. ornithinolytica, podczas gdy
inkubowane w temp. 22 i 37°C wykazywayt cech .

Wed ug aniewskigj-Moroz i Warmi skigj-Radyko [10], ngjsilniejsz  aktywno
antybakteryjn  wobec Yersinia enterocolitica wykazywa szczep z gatunku
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Lactobacillus plantarum po 48-godzinngj hodowli w temp. 30°C. Cheigh i wsp. [4]
podaj , e po 30-godzinng inkubacji Lactococcus lactis subsp. lactis A164 w temp.
30°C produkcja bakteriocyny by a o 50% wy sza ni  po inkubacji tego szczepu w
temp. 25 i 37°C. Mataragas i wsp. [11] badali zdolno produkcji bakteriocyny przez
Lactobacillus curvatus L442 w temp. 20, 25 i 30°C. Autorzy stwierdzili, e badany
szczep produkuje ngjwi ksz ilo  bakteriocyny podczas inkubacji w temp. 25°C.
Podczas okre lania metod supkow efektu antagonistycznego oddzia ywania
bakterii fermentacji mlekowe] nale y pami ta, e na strefy zahamowania wzrostu
drobnoustrojow wska nikowych mo e wpywa zardwno czas, jak i temperatura
hodowli bakterii antagonistycznych. Celowe wydaje s okre lenie wp ywu pH
rodowiska, jak réwnie sk adu pod 0 anazdolno ci antagonistyczne tych bakterii.

Whnioski

1. Czasinkubacji badanych szczepow Lactobacillus plantarum wp ywa na produkcj
metabolitéw o0 w a ciwo ciach antybakteryjnych. Najwi ksze strefy zahamowania
wzrostu testowych bakterii gram-dodatnich stwierdzono po zastosowaniu 48-
godzinnej hodowli bakterii fermentacji mlekowej, a pa eczek gram-ujemych po 72-
godzinnegj inkubacji Lactobacillus plantarum.

2. Temperatura inkubacji bakterii fermentacji mlekowel rownie wpywa na
produkcj metabolitéw antybakteryjnych. Najwi ksz aktywno antagonistyczn
w stosunku do bakterii gram-dodatnich oraz gram-ujemnych obserwowano po
u yciu 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 LACTOBACILLUSPLANTARUM 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 natura 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.

Key words: probiotic, lactic acid bacteria, Lactobacillus plantarum, antagonism



