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AKTYWNO ANTYBAKTERYJNA IZOLATOW ZPOD O Y
POHODOWLANYCH PLE NI RHIZOPUS OLIGOSPORUS

Streszczenie

W pracy podj to prob oceny w a ciwo ci antybakteryjnych tempeh wytworzonego z poddanych
fermentacji przy u yciu szczepu Rhizopus oligosporus NRRL 2710 nasion fasoli odmiany Igo omska i
monitorowano ksztatowanie s aktywno ci czynnika antybakteryjnego w czasie 48-godzinne
fermentacji. Jako mikroorganizmu wska nikowego u yto szczepu bakterii Bacillus subtilis DSM 347. Do
oceny inhibicji wzrostu bakterii zastosowano metody: studzienkow , kr kow , nefelometryczn oraz
pomiar zmian impedancji. Obecno  czynnika antybakteryjnego w tempeh z fasoli stwierdzono za
pomoc metod: nefelometryczngl i pomiaru zmian impedancji. Najwi ksz aktywno ci hamuj ¢ wzrost
testowanych bakterii charakteryzoway s izolaty z tempeh otrzymane po 40 h fermentacji. Sposob
obrébki hydrotermicznej nasion fasoli mia wp yw naaktywno antybakteryjn izolatéw z tempeh.

S owa kluczowe: tempeh z fasoli, aktywno  antybakteryjna, Rhizopus oligosporus, Bacillus subtilis

Wprowadzenie

Grzyby strz pkowe, oprocz tego, e s potencjalnym réd em pozyskiwania
biaek i enzymow [6], szczegdlne zastosowanie znalaz y na wyspach Indonezyjskich,
gdzie od lat su do wytwarzania fermentowang ywno ci typu tempeh [13].
Ob uszczona, moczona i gotowana soja jest poddawana fermentacji grzybowe] w
zakresie temp. 25-37°C przez 24-72 h. Ngjcz cig do tego typu fermentacji stosowane
S szczepy z rodzaju Rhizopus [9, 13]. W badaniach do wytwarzania tempeh stosowano
rownie innenasionaro lin str czkowych oraz zb6 , m.in. ubin [2], groch [10], fasol
[7], orzechy ziemne [1], ciecierzyc [12], owies [13], sorgo [8]. Tempeh zdobywa
uznanie konsumentéw ze wzgl du na wysokie warto ci smakowe i od ywcze [9]. Od
wielu lat szczegélne zainteresowanie budz w aciwo ci funkcjonalne tempeh,
zw aszcza zdolno  do powstrzymywania biegunki u ludzi i zwierz t [3, 4]. Wykazano,
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e R oligosporus syntetyzuje czynnik antybakteryjny, aktywny wobec niektorych
mikroorganizméw. W 2005 r. pojawi 0 s doniesienie [14] o mo liwo ciach
przeszczepienia genu z R. oligosporus odpowiedzialnego za syntez polipeptydu o
aktywno ci inhibuj cg wzrost B. subtilis. Jednak do te pory nie ma jednoznacznych
doniesie na temat spektrum dziaania czynnika antybakteryjnego oraz zmian jego
ilo ci w trakcie wzrostu R. oligosporus. Oprocz oceny wp ywu ekstraktow z tempeh,
wytworzonego z grochu, na aktywno  Clostridium perfringens [10], nie ma w
literaturze doniesie dotycz cych aktywno ci antybakteryjnej tempeh wytworzonego z
innych ni sojanasionro linstr czkowych.

Celem przeprowadzonych bada by o okre lenie potencjalnych zdolno ci
antybakteryjnych izolatéw z tempeh, wytworzonego z nasion fasoli, wobec B. subtilis
oraz monitorowanie zmian ich aktywno ci w trakcie 48-godzinnej hodowli.

Materia i metody bada

Materia do bada stanowi tempeh wytworzony z nasion fasoli zwyczagne
(Phaseolus wulgaris) odmiany Igoomska — otrzymang z Przeds biorstwa
Nasiennictwa Ogrodniczego i Szko karstwa ,,CNOS'’ Pozna . Do fermentacji tempeh
stosowano szczep Rhizopus oligosporus NRRL 2710 otrzymany z National Regional
Research Center, Peoria, Illinois, USA. Szczepem testowym do pomiaru aktywno Cci
antybakteryjnegl by Bacillus subtilis DSM 347 pochodz cy z Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Niemcy.

Do obrébki hydrotermiczne) 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 poszczegdlnych operacji
odpowiednio do stosowanego surowca.

Metoda A

Nasiona fasoli gotowano przez 20 min, ob uszczano i ponownie gotowano przez 5
min.

Metoda B

Nasiona fasoli moczono przez 14 h, ob uszczano i gotowano przez 5 min. Do
ka dej operacji hydrotermicznej stosowano wod wodoci gow zakwaszon do pH 5,0
kwasem mlekowym. Po zako czeniu obrobki hydrotermicznej nasiona pozostawiano
do obsuszeniaw temp. pokojowej (22 3°C) przez 15 min. Tak przygotowane nasiona
zaszczepiano inokulum zarodnikbw R. oligosporus. Nast pnie nasiona fasoli
umieszczano w p ytkach Petriego i inkubowano przez 48 h w temp. 37°C, pobierg ¢
probki do analiz co 4 h. Z przygotowanych prébek odwa ano 10 g, dodawano 20 ml
destylowangj wody i poddawano homogenizacji w homogenizatorze H500 (Pol-Eko-
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Aparatura, Polska) przy 15 tys. obrotdw przez 4 min. Zawiesin filtrowano,
aprzygotowane izolaty z tempeh mro ono i przechowywano do dalszych analiz.

Oznaczanie aktywno ci antybakteryjng prowadzono za pomoc  metod:
studzienkowej, kr  kowej, nefelometrycznej oraz pomiaru zmian impedancji.

W ka dgj metodzie inokulum stanowi a zawiesina komorek Bacillus subtilis DSM
347 przygotowana poprzez 24 h hodowl na wstrz sarce w temp. 30°C przy 120
obr./min. Pod o e do hodowli stanowi bulion od ywczy wg DSM o sk adzie: 3 g
ekstraktu mi snego, 5 g peptonu, 1000 ml wody; pH ustalano na poziomie 6,5.

Metoda studzenkowa

Bulion od ywczy wg DSM w ilo ci 90 ml z 2% dodatkiem agaru zaszczepiano 10
ml inokulum i rozlewano na pytki Petriego. Po zestaleniu agaru dokonywano
korkoborem wyci cia studzienki o rednicy 10 mm, do ktorel wkraplano 0,1 ml izolatu
z tempeh. Préb odniesienia stanowi y p ytki Petriego, w ktérych izolaty zast piono
wod destylowan . P ytki inkubowano w temp. 30°C przez 24 h.

Metoda kr  kowa

Na p ytki przygotowane jak w przypadku zastosowania metody studzienkowe)
nak adano kr ki bibu owe o rednicy 8 mm, nas czone izolatem z tempeh. Préb
odniesienia stanowiy kr ki bibuowe nas czone wod destylowan . Pytki
inkubowano w temp. 30°C przez 24 h.

Metoda nefelometryczna

Do 8,5 ml bulionu od ywczego wg DSM dodawano 1 ml inokulum komorek B.
subtilisi 0,5 ml izolatu z tempeh. Hodowl prowadzono w temp. 30°C na wstrz sarce
przy 120 obr./min przez 3 h. Nast pnie dokonywano pomiaru absorbancji przy
d ugo ci fali 650 nm. Préb odniesienia stanowi a hodowla B. subtilis, w ktorej izolaty
z tempeh zast pionowod destylowan .

Pomiar impedancji

Pomiaru impedancji dokonywano w urz dzeniu BacTrac 4100 (Sy-Lab, Austria)
monitoruj cym zmiany impedancji podo a w czase. Warunki hodowli byy
identyczne, jak w przypadku stosowania metody nefelometrycznej, z pomini ciem
wstrz sania.

Oznaczenia przeprowadzono w 5 powtorzeniach. Do oceny statystyczne
wynikéw zastosowano analiz wariancji i ocen najmnigjsze istotng ré nicy (NIR)
przy poziomieistotno ci a = 0,05.
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Wyniki i dyskusja

Przy zastosowaniu metody kr kowej i studzienkowe] nie stwierdzono w
izolatach z tempeh aktywno ci antybakteryjngl wobec testowanego szczepu bakterii.
Otrzymane rezultaty w odniesieniu do metody kr kowe s zgodne z wynikami
uzyskanymi przez Kiersai wsp. w odniesieniu do soi [4].

Wyniki uzyskane metod oceny wzrostu z u yciem pomiaru absorbancji wskazuj
na wyst powanie niewielkiego hamowania wzrostu testowego szczepu bakterii przy
zastosowaniu izolatow z tempeh fasolowego. Po dokonaniu pomiaru absorbancji
obliczono liczb komorek na podstawie sporz dzonej krzywe wzorcowej. Wyniki
podano jako logarytm liczby komérek bakterii, wykorzystuj ¢ sporz dzon krzyw
wzorcow . Aktywno antybakteryjna izolatbw z tempeh by a uzale niona od czasu
fermentacji. Izolaty powodoway hamowanie wzrostu maksymalnie o 0,72 warto ci
logarytmicznej liczby komérek w stosunku do proby odniesienia. Za pomoc testu NIR
uszeregowano warto c¢i logarytmu z liczby komorek, co pozwoli o zré nicowa
otrzymane wyniki. Warto ci oznaczone nawykresie ro6 nymi literami (rys. 1i 2) ré ni
s datystycznie istotniee. W przypadku zastosowania metody A do obrobki
hydrotermicznej nasion, ngjwy sz zdolno ci inhibicji wzrostu charakteryzowa si
izolat otrzymany z 48. h fermentacji tempeh, natomiast brak zdolno ci do hamowania
wzrostu wykazyway izolaty z tempeh z 4., 8., i 40. h fermentacji (rys. 1). Po
zastosowaniu metody B do obrébki hydrotermicznej nasion, najwi ksz zdolno ci
inhibicji wzrostu szczepu charakteryzoway s izolaty z 44. i 48. h fermentacji tempeh
(rys. 2).
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Rys. 1.  Wp yw dodatku izolatéw z tempeh wytworzonego za pomoc metody A naliczb komorek 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 wskazuj nawy sz aktywno czynnika antybakteryjnego po
40 h wzrostu R. oligosporus na pod o u fasolowym. Najwy sz aktywno czynnika
antybakteryjnego stwierdzono w izolacie z 48. h fermentacji tempeh otrzymanego za
pomoc obrébki hydrotermiczngf metod A. Do tej pory nie przeprowadzono bada
nad dynamik tworzenia czynnika antybakteryjnego w trakcie fermentacji. Nowak i
wsp. [10] do oznaczania aktywno ci antybakteryjnej zastosowali izolaty z 24 h
fermentacji, Kobayasi i wsp. stosowali ekstrakty z tempeh po 48 h fermentacji [5],
natomiast Kiersi wsp. wykorzystali izolaty z 48. i 96. h fermentacji tempeh [4].
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Rys. 2. Wp yw dodatku izolatéw z tempeh wytworzonego za pomoc metody B naliczb komorek 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.

Poszukuj ¢ metod pozwalgj cych na bardzig precyzyjn ocen aktywno ci
antybakteryjngj fermentowanego produktu z fasoli, zastosowano metod pomiaru
zmian impedancji hodowli bakterii B. subtilis. W tym przypadku obserwowano zmiany
w hodowli testowe] przez 36 h wzrostu bakterii B. subtilis. Podobnie, jak w
poprzednich metodach, do hodowli dodano izolaty tempeh z fasoli pochodz ce z
ré nych etapéw fermentacji. W przypadku izolatéw z tempeh, do ktérych wytworzenia
zastosowano metod obrobki hydrotermicznegj A, dodano do hodowli izolaty z 16., 20.,
24., 44. i 48. h fermentacji tempeh, ktdre przy oznaczaniu nefelometrycznym nale ay
do grup istotniesi r6 ni cych (zwyj tkiemizolatow z 22. i 44. h, ktérenieré niy s
statystycznie istotni€). Zrezygnowano z dodatku do hodowli testowej izolatow, ktére
przy oznaczaniu absorbancji nie wykazyway inhibicji wzrostu bakterii B. subtilis. Do
oceny aktywno ci antybakteryjnej tempeh, do ktérych wytworzenia zastosowano
metod B, zastosowano izolaty z identycznych etapow fermentacji jak w przypadku
metody A. Krzywe wzrostu hodowli bakterii testowych z dodatkiem izolatow z tempeh
wykre lono na podstawie zmian warto ci impedancji w czasie hodowli (rys. 3i 4).
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Rys. 3. Wpyw dodatku izolatéw z r6 nych etapéw fermentacji tempeh wytworzonego za pomoc
metody A nawzrost B. subtilis.
Fig. 3. Theeffect of isolates from tempeh made by method A on the growth of B. subtilis.
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Rys. 4. Wpyw dodatku izolatéw z r6 nych etapéw fermentacji tempeh wytworzonego za pomoc
metody B nawzrost B. subtilis.
Fig. 4. Theeffect of isolates from tempeh made by method B on the growth of B. subtilis.

Czas trwanialag fazy stanowi wska nik aktywno ci czynnika hamuj cego wzrost
bakterii B. subtilis, obecnego w dodanych izolatach z tempeh. Najd u szy czas lag fazy
obserwowano w przypadku u ycia izolatdbw z tempeh, do ktoérych wytworzenia
zastosowano metod obrobki A, ngwy sz zdolno  hamowania wzrostu hodowli
testowej wykazywa izolat z tempeh po 44 h fermentacji. W przypadku stosowania do
obrébki metody B, najwy sz aktywno ci (wyd u enie czasu lag fazy) wykazywa
izolat temeph z 48 h fermentacji. Czas lag fazy hodowli B. subtiliswaha s od 4 do
14 h.
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Przeprowadzone badania potwierdzaj wyst powanie, w produkcie typu tempeh
wytworzonego z fasoli, czynnika op6 nigj cego wzrost bakterii, opisanego przez
Kiersai wsp. [4], a wytwarzanego z soi tempeh. |zolaty z pod o y pohodowlanych R.
oligosporus wykazyway aktywno  antybakteryjn wobec Bacillus subtilis i
Saphylococcus aureus [5], atak e Clostridium perfringes [10]. Kiersi wsp. wykazali
aktywno antybakteryjn izolatéw z tempeh wobec Bacillus stearothermophilus, nie
potwierdza ¢ jednocze nie wcze nigjszych doniesie o zdolno ci do inhibicji wzrostu
B. subtilis [4]. Oprécz nielicznych doniesie o hamowaniu aktywno ci jelitowych
bakterii C. perfrinegenes przez izolaty z tempeh wytworzonego z nasion grochu [10],
brak jest w literaturze informacji o wyst powaniu czynnika antybakteryjnego w
tempeh uzyskanym z innych ni - soja surowcow.

Najpowszechnigj stosowan metod do oznaczania aktywno ci  czynnika
antybakteryjnego w tempeh by a metoda kr kowa. Wi kszo badaczy zastosowa a
rébwnie inne metody do oceny aktywno ci tego czynnika. Kobayasi i wsp. [5]
zastosowali pomiar turbidymetryczny, Nowak i wsp. [10] pomiar obj to ci gazu
wytwarzanego przez mikroorganizmy. Kiersi wsp. [4] stosuj ¢ metod kr kow nie
uzyskali wynikow to samych z wynikami Kobayasiego i wsp., ktorzy jako najbardziej
podatne na dziaanie czynnika antybakteryjnego zawartego w izolatach z tempeh
okre lili szczepy B. subtilis. Ninigjsze badania potwierdzi y, e metody kr kowa i
studzienkowa, polegagj ce na dyfuzji czynnikbw w g b po ywki agarowej, nie s
wystarczaj co czu e do okre lania aktywno ci antybakteryjnej izolatéw z tempeh. Co
prawda Kiers i wsp. [4] wykazali, stosuyj ¢ metod kr kow , aktywno
antybakteryjn izolatbw z tempeh wobec B. stearothermophilus, jednak niektére
mikroorganizmy wydaj S szczegdlnie podatne na dziaanie czynnika
antybakteryjnego z tempeh.

Wobec coraz wi kszej popularno c¢i produktéw fermentowanych typu tempeh
i coraz powszechnigjszego poszukiwania nowych surowcéw do jego wytwarzania,
ocena nowych produktow, réwnie pod wzgl dem wyst powania ewentuane
aktywno ci hamuj cej wzrost drobnoustrojow (zw aszcza jelitowych), ma znaczenie
dla bezpiecze stwa ywieniowego. Wydae s, e badania nad czynnikiem
antybakteryjnym produktéw typu tempeh oraz spektrum jego oddziaywania mo e
przyczyni s do lepszego poznania mo liwo ci korzystnego wp ywu tego typu
produktow naréwnowag mikroflory jelitowe konsumentow.

Whnioski

1. Wykazano, e izolaty uzyskane z tempeh fasolowego miay zdolno ci inhibicji
wzrostu bakterii B. subtilis.

2. Nawi ksz  zdolnoci do hamowania wzrostu bakterii  B. subtilis
charakteryzoway s izolaty uzyskane po 40 h fermentacji surowca fasolowego.



AKTYWNO  ANTYBAKTERYJNA IZOLATOWZ POD O Y POHODOWLANYCH PLE NI... 189

3. Sposob obrobki hydrotermiczngy nasion fasoli mia wpyw na aktywno
antybakteryjn izolatow z tempeh.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ISOLATESFROM AFTER GROWTH MOULDS
RHIZOPUS OLI GOSPORUS

Summary

The antibacterial activities of isolates obtain from tempeh made from beans Igo omska 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 dab
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



