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W pracy badano przeciwplesniowe wlasciwosci supernatantow uzyskanych
po hodowli Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis i Lactobacillus
fermentum. Supernatanty wykazaly dziatanie hamujqce wobec plesni Aspergillus
niger ATCC 9142; Aspergillus oryzae F IX; Aspergillus flavus; Fusarium sp.
FVII; Penicillium notatum E 30; Trichoderma harzianum KKP534. W zaleznosci
od uzytego szczepu bakterii fermentacji mlekowej, suprnatanty hamowaty
rozwdj plesni w roznym stopniu Najbardziej wrazliwe na dziatanie substancji
zawartych w supernatancie bakterii fermentacji mlekowej okazaly sie plesnie z
rodzaju Fusarium i Penicillium.. Najwiekszq skutecznos¢ w hamowaniu wzrostu
badanych plesni posiadal suprnatatnt Lb. plantarum ATCC 4080.
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Plesnie znajdujace si¢ w zywnoS$ci, powoduja duze straty ekonomiczne jak
réwniez sa grozne ze wzgledu na produkowane przez nie alergizujacych zarodnikow
i mykotoksyn - substancji toksycznych dla cztowieka (1). Najczgsciej wystepujace
plesnie np. w zbozach w Polsce naleza do rodzaju Aspergillus, Penicillium oraz
Fusarium (2).

Bakterie fermentacji mlekowej (w skrocie LAB- z ang. Lactic Acid Bacteria)
wykazuja wlasciwosci antagonistyczne w stosunku do wielu szkodliwych
drobnoustrojow. Maja zdolno$¢ hamowania wzrostu plesni i usuwania wytwarzanych
przez nie mykotoksyn (3). Jedna z fungistycznych substancji produkowanych przez
bakterie fermentacji mlekowej, jest mieszanka kwasu mlekowego i octowego.
Kwas mlekowy nie wykazuje wlasciwosci przeciwplesniowych, jedynie kwas
octowy. Dziatanie kwasu octowego zalezy od niskiego pH, obnizonego przez
kwas mlekowy. Heterofermentujace bakterie fermentacji mlekowej wytwarzaja
rowniez w niewielkich ilosciach kwas propionowy, ktory hamuje wzrost plesni
szczegolnie przy niskim pH (4). Kwas fenylomlekowy i 4-hydroksy-mlekowy to
réowniez silne substancje majace wilasciwosci fungistyczne, produkowane przez
bakterie fermentacji mlekowej. Kwas fenylomlekowy wykazuje inhibitujace
wlasciwosci wobec plesni Penicillium, Aspergillus 1 Fusarium na poziomie ok.
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3,75-7,7 mg/cm®. Najwieksza aktywno$¢ wobec plesni kwas fenylomlekowy
wykazuje w niskim pH, dlatego niezwykle wazna jest rola kwasu mlekowego, ktory
obniza kwasowo$¢ srodowiska. Zwiazki te nie traca swoich wlasciwosci podczas
obrobki cieplnej produktu spozywczego (5, 6). W podtozach pohodowlanych bakterii
fermentacji mlekowej, zidentyfikowano rowniez nowe substancje - cykliczne
dipeptydy - hamujace przede wszystkim rozwdj plesni, W supernatantach dwoch
szczepow Lb. plantarum stwierdzono wystgpowanie cyklicznej L-fenyloalaniny-
L-proliny [cyclo(L-Phe-L-Pro)] cyklicznej L-fenyloalaniny-4hydroksy-L-proliny
[cyklo(L-Phe-trans-4-OH-L-Pro)] i cyklicznej L —leucyno-L-proliny [cyklo(L-Leu-
L-Pro)] (4, 7).

Celem niniejszej pracy byto okreslenie aktywnosci przeciwplesniowej trzech
supernatantow otrzymanych po 24 godzinnej hodowli Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis 1 Lactobacillus fermentum wobec siedmiu wybranych plesni.

MATERIAL I METODY

W celu uzyskania supernatantéw najpierw przeprowadzano trzy oddzielne
hodowle Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis 1 Lactobacillus fermentum
w podtozu MRS w temperaturze 28°C. Po 24 godzinach, w celu oddzielenia biomasy
od supernatantu probki wirowano przez 15 minut przy 2000 x g. Po odwirowaniu
biomasy zlewano supernatant, ktory nastgpnie filtrowano przez filtr celulozowy
o wielkosci porow 0,22um. Tak otrzymany jalowy supernatant byt dodatkowo
neutralizowany do pH 6,5.

Badaniami zostaly objete nastepujace szczepy plesni: Aspergillus niger
ATCC 9142; Aspergillus oryzae F 1X; Aspergillus flavus; Fusarium sp. FVII; Pen-
icillium notatum E 30; Rhizopus arrhizus ATCC 11145; Trichoderma harzianum
KKP534. Do badan wykorzystywano zarodniki plesni zawieszone w soli fizjologic-
znej w stezeniu 10° jtk/cm®.

Wrazliwos$¢ plesni na dzialanie supernatanéw wykonano metoda ptytkowo
dyfuzyjna. Posiewano wglebnie lcm® zarodnikow plesni na podtoze brzeczkowe.
Na powierzchni podtoza naktadano jalowe krazki o $rednicy 7 mm, nastgpnie
nakrapiano na nie 20ul suprnatantu. Plytki pozastawiano na 1 h w temperaturze
pokojowej w celu wystapienia dyfuzji supernatatnu do podtoza, nastgpnie
inkubowano w temperaturze 28°C prze 48 godzin. Po inkubacji dokonano pomiaru
srednicy uzyskanych stref zahamowania wzrostu wokot krazkéw. Wynik podawano
w mm po odjeciu $rednicy krazka.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W tabeli | zestawiono wielko$¢ stref zahamowania wzrostu ple$ni wynikajac z
dziatania supernatanow bakterii fermentacji mlekowe;j.

W zaleznosci od zastosowanego szczepu bakterii fermentacji mlekowej uzys-
kane supernatatny hamowaty w réoznym stopniu wzrost ple$ni z rodzaju Aspergil-
lus. Najbardziej z nich wrazliwa ple$nia na dziatanie metabolitow znajdujacych si¢
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w supernatantach okazal si¢ Aspergillus oryzae F 1X. Nie stwierdzono stref zaha-
mowania wzrostu Aspergillus niger ATCC 9142 wokot krazkéw z supernatantem
L. brevis. Trichoderma harzianum KKP534 byla hamowana na poréwnywalnym
poziomie, co plesnie z rodzaju Aspergillus. Plesnie Fusarium sp. FVIIL i Penicillium
notatum E 30 byly najbardziej wrazliwe na dziatanie supernatantéw LAB. W bada-
niach Valerio i wsp. (8) rowniez obserwowano wigksza wrazliwo$¢ plesni z rodzaju
Penicillium niz z rodzaju Aspergillus, na dziatanie bakterii fermentacji mlekowe;.
W badaniach przeprowadzonych przez Diowksz (2) w ogole nie obserwowano za-
hamowania wzrostu Aspergillus niger, wzrost plesni z rodzaju Fusarium i Penicil-
lium hamowany byl na tym samym poziomie. Wzrost wigkszosci badanych plesni
najlepiej hamowal supernatant uzyskany z hodowli Lb. plantarum ATCC 4080.
Wigkszos¢ doniesien literaturowych dotyczacych wiasciwos$ci przeciwplesniowych
LAB opisuje ten wilasnie gatunek bakterii fermentacji mlekowej jako najlepiej
hamujacy rozwdj plesni.

Tabela I.Aktywno$c¢ przeciwple$niowa supernatantéw z hodowli bakterii fermentaciji mlekowej
Table |. Antifungal properties of cell-free supernatant of lactic acid bacteria

Szczepy
antagonistyczne Supernatant Supernatant Supernatant
Lb. brevis Lb. fermentum Lb. plantarum ATCC
4080
Szczepy
wskaznikowe
Srednica stref zahamowania wzrostu [mm] (=SD)

) 57 6,3 6,6
Aspergillus flavus (£0,4) (+0,5) (=1,0)

. 7,5 7,1 9,1
Aspergillus oryzae F IX (£0,4) (+0,6) (=0,5)
Aspergillus niger ATCC 9142 0 ( »?604) ( :3(,)38)

) 11,1 8,5 10,9
Fusarium sp.FVII (+0.6) (+1,0) (+0.8)
Penicillium notatum E 30 3o o8 o
Trichoderma harzianum 5,0 6,2 6,9
KKP534 (+0,8) (=1,0) (x0,8)
Rhizopus arrhizus ATCC 11145 0 0 0

[mm] (+SD) - $rednia artmetyczna + odchylenie standardowe

W przypadku wszystkich badanych supernatantéw nie obserwowano zaham-
owania wzrostu Rhizopus arrhizus ATCC 11145. Soccol i wsp. (9), po przebada-
niu trzech szczepow Rhizophus arrhizus stwierdzili, ze wytwarzaly znaczace ilosci
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kwasu L-mlekowego. Z tego wzgledu, Rhizophus arrhizus mogt nie by¢ hamowany
przez wszystkie badane supernatanty.

WNIOSKI

1. Uzyskane wyniki wykazaly, ze supernatanty uzyskane po hodowli LAB
wykazuja wlasciwosci przeciwplesniowe.

2. Plesnie z rodzaju Fusarium, Penicillium okazaty si¢ najbardziej wrazliwe na
dziatanie substancji zawartych w supernatancie bakterii fermentacji mlekowe;.

3. Najwigksza skuteczno$¢ w hamowaniu wzrostu badanych plesni posiadat su-
prnatant Lb. plantarum ATCC 4080.

4. Badane supernatanty nie hamowatly wzrostu Rhizopus arrhizus ATCC 11145.

J. Roman, E. Lipinska

ATIFUNGAL ACTIVITY OF CELL-FREE SUPERNATANT OF LACTIC ACID BACTERIA

Summary

The present work examines antifungal properties of cell-free supernatant of Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis 1 Lactobacillus fermentum. The cell-free supernatant have shown inhibiting activi-
ty against Aspergillus niger ATCC 9142; Aspergillus oryzae ¥ 1X; Aspergillus flavus; Fusarium sp. FVII;
Penicillium notatum E 30; Trichoderma harzianum KKP534. Penicillium notatum E 30 and Fusarium sp.
FVII were the most sensitive organisms. L. plantarum showed a broad spectrum of antifungal activity.
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