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Streszczenie

Przedmiotem pracy byta ocena przydatno$ci do produkcji preparatow bakteryjnych
szczepOw bakterii z rodzaju Lactobacillus cechujacych si¢ zdolno$cig do hamowania rozwoju
plesni oraz obnizania zawarto$ci ochratoksyny A i aflatoksyny Bi w kiszonych paszach.
Badano wptyw zrdédla wegla w podtozu na dynamike syntezy kwasu mlekowego 1 octowego.
Oceniano réwniez plon biomasy uzyskany w wyniku hodowli w podiozu stosowanym
w produkcji preparatow bakterii fermentacji mlekowej. Na podstawie przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze w wyniku 72 h hodowli szczepow L. fermentum N KKP 2020
i L. plantarum S KKP 880, w podtozu zawierajacym glukoze lub sacharozg, zawartos¢ kwasu
mlekowego wynosita od 5,28 do 7,49 g/dm®. Wyzej wymienione szczepy cechowaly sie
zdolnoscig do fermentacji D-ksylozy oraz L-arabinozy. Plon biomasy badanych szczepow
bakterii wahat sie od 9,34 do 9,60 g/dm® podioza i byl poréwnywalny z plonem biomasy
szczepow bakterii fermentacji mlekowej stosowanych w produkcji preparatow bakteryjnych.

Stowa kluczowe: Lactobacillus, synteza kwaséw organicznych, plon biomasy

CHARACTERISTIC OF SELECTED FEATURES
OF BACTERIAL STRAINS FROM GENUS LACTOBACILLUS
WITH ANTIMICOTOXIGENIC ACTIVITY
Summary
The subject of this study was to evaluate the technological utility for bacterial preparation
production of two Lactobacillus strains with the ability of moulds growth inhibition and the
decrease of ochratoxin A and aflatoxin B; content in silages. There was estimated the effect of

carbon sources on the synthesis of lactic acid and acetic acid. A bacterial biomass yield was
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measured after cultivation in medium used for production of bacterial preparation. On the
basis of the results of these experiments it can be concluded that bacterial strains L.
fermentum N KKP 2020 and L. plantarum S KKP 880 synthesize lactic acid in amount from
5.28 to 7.49 g/dm?. The above mentioned strains utilize D-xylose and L-arabinose. There was
evaluated from 9.34 to 9.60 g/dm® bacterial biomass yield, which is comparable to the
biomass yield for lactic acid bacteria used in preparation production.

Key words: Lactobacillus, synthesis of organic acids, biomass yield

WSTEP

Bakterie fermentacji mlekowej charakteryzuja si¢ statusem GRAS (ang. Generally
Recognized As Safe) i przez wieki stosowane byly do utrwalania zywnosci 1 pasz ze wzgledu
na swoje zdolnosci wykorzystywania cukrow do syntezy kwasu mlekowego, a tym samym
obnizania jej pH i zabezpieczania przed rozwojem szkodliwej mikroflory [Magnusson i
Schniirer 2005]. Liczba bakterii fermentacji mlekowej obecnych w surowcu roslinnym jest
czesto wystarczajaca do zapoczatkowania fermentacji. Dodatek kultury starterowej
przyspiesza proces fermentacji, a odpowiednia selekcja umozliwia dobor szczepow bakterii
o specjalnych wiasciwosciach, cennych z punktu widzenia otrzymywania okreslonych
produktéw [Broberg 1 in. 2007].

W Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie opracowano
technologie produkcji réznorodnych preparatow bakteryjnych i bakteryjno-enzymatycznych,
ktore poprawiajg jakos$¢ 1 stabilno$¢ tlenowa kiszonek oraz przyczyniaja si¢ do poprawy
higieny i bezpieczenstwa pasz. Kazdy preparat zawiera mieszang kulturg szczepoéw bakterii
wzglednie heterofermentatywnych (Lactobacillus plantarum) i heterofermentatywnych
(Lactobacillus buchnerii i/lub Lactobacillus brevis) [12].

Ogolnie wiadomo, ze wybrane szczepy bakterii fermentacji mlekowej jak rowniez
fermentowane produkty zywnos$ciowe wykazuja zdolnosci do obnizania zawartosci metali
ciezkich (kadm, otéw), amin aromatycznych, policyklicznych weglowodorow
aromatycznych, cyjanotoksyn, a takze mikotoksyn [Haskard i in. 2001; Turbic i in. 2002;
Halttunen 1 in. 2007; Fuchs i in. 2008]. Doniesienia naukowe z ostatnich dziesieciu lat
potwierdzaja ponadto, Ze izolowane ze Srodowisk roslinnych oraz jelitowe szczepy bakterii z
rodzajow Lactobacillus, Streptococcus czy Bifidobacterium sag w stanie eliminowac takie
mikotoksyny jak: ochratoksyna A, patulina, aflatoksyny oraz toksyny fuzaryjne jak
deoksyniwalenol, zearalenon i fumonizyny B; i B, w warunkach modelowych [Turbic i in.
2002; Niderkorn i in. 2006; 2007; Shahin 2007, Fuchs i in. 2008, Fazeli i in. 2009]
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Obecnie podejmowane s3 badania nad ograniczaniem wchlaniania mikotoksyn
z przewodu pokarmowego zwierzat, z wykorzystaniem preparatow sktadajacych sie
z probiotycznych szczepdw bakterii fermentacji mlekowej, ktére mogg redukowac zawarto$¢
aflatoksyny B; w przewodzie pokarmowym kurczat [El-Nezami i in. 2000, 2006].
Podejmowane s3 badania dotyczace mozliwosci zastosowania wyselekcjonowanych kultur
bakterii fermentacji mlekowej w procesie stodowania i warzenia piwa celem zahamowania
wzrostu plesni oraz produkcji przez nie mikotoksyn [Rouse 1 in. 2008]. Obiecujace sa wyniki
badan Kankaanpéi i in. [2000] nad zdolnosciami szczepu L. rhamnosus GG do adhezji do
komorek linii nabtonka jelitowego. Zwiazanie komorek bakterii z aflatoksyng B skutkowato
zmniejszeniem zdolnosci tych komoérek do przylegania do nabtonka jelita, dzieki czemu
mikotoksyny zaadsorbowane na powierzchni komorek bakterii moglty zosta¢ usunigte
z organizmu. Dotychczasowe badania nad mozliwoscig obnizania adsorpcji mikotoksyn
w przewodzie pokarmowym sa niejednoznaczne i trudno jest oceni¢ przyszla przydatnosé
omawianej grupy drobnoustrojéw w tym procesie.

Tradycja zastosowania szczepoéw bakterii fermentacji mlekowej do produkcji zywnosci
1 pasz, w polaczeniu ze wspodlczesng wiedza na temat ich pozytywnego wptywu na zdrowie
ludzi 1 zwierzat, jako organizmdw o potencjalnym dziataniu probiotycznym, daje nadzieje na
ich zastosowanie jako alternatywnych metod utrwalania produktow zywnos$ciowych,
z jednoczesng eliminacjg mikotoksyn w tych produktach [Kabak i in. 2006].

Do badan nad opracowaniem preparatu antymikotoksynowego wytypowano
wyselekcjonowane szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus, ktore w warunkach modelowych
obnizaty zawarto$¢ ochratoksyny A o okolo 40 % [Kapturowska 1 in. 2010], jak rowniez
wykazywaty zdolno$ci do obnizania zawartosci aflatoksyny B1 o okolo 50 % [Zielinska i in.
2011].

Wyniki badan, prowadzonych w warunkach produkcyjnych, dotyczace zastosowania do
kiszenia runi tgkowej preparatu skladajacego si¢ z wyselekcjonowanych szczepow
L. plantarum K KKP 593/p, L. plantarum C KKP 788/p i L. buchneri KKP 907,
o udokumentowanych zdolno$ciach do obnizania poziomu skazenia ochratoksyna A
srodowiska modelowego, wykazaty, ze dzialanie preparatu spowodowato nie tylko 100 do
1000-krotne obnizenie liczby plesni w kiszonce, ale takze obnizenie zawartosci ochratoksyny
A o okolo 60 %, w stosunku do jej zawartoSci w surowcu przeznaczonym do kiszenia
[Suterska i in. 2009].

Celem pracy byla charakterystyka wybranych cech szczepoéw z gatunkow Lactobacillus

fermentum oraz Lactobacillus plantarum o zdolnosci do obnizania w $rodowisku zawarto$ci
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zardwno ochratoksyny A jak i aflatoksyny B; pod katem ich przydatnosci do produkcji

antymikotoksynowego preparatu do kiszenia pasz objg¢tosciowych.

MATERIAL I METODY BADAN
Szczepy bakterii fermentacji mlekowej

Badania prowadzono z udzialem szczepow bakterii

- Lactobacillus fermentum N KKP 2020,

- Lactobacillus plantarum S KKP 880.

Podloza hodowlane

W pracy wykorzystano nastepujace podtoza hodowlane:

- podtoze MRS firmy Difco o zawartosci w g/1000 cm®: pepton (10), ekstrakt migsny
(10), ekstrakt drozdzowy (5), glukoza (20), Tween 80 (1), cytrynian amonu (2), octan
sodu (5), siarczan (V1) magnezu (0,1), siarczan (VI) manganu (0,05), fosforan (V)
potasu (2),

- zmodyfikowane podloze MRS do badania rozktadu cukréow (bez wyciaggu migsnego
o zawarto$ci 2 % testowanego cukru),

- podloze produkcyjne o zawartosci w g/1000 cm®: glukozy (25), sacharozy (20),
ekstraktu drozdzowego (2), bactopeptonu (Difco) (5), ekstraktu stodowego (8),
siarczanu (VI) amonu (10,5), wodorofosforanu (V) amonu (6,0), siarczanu (VI)
magnezu (2,4), siarczanu (V1) manganu (I1) (0,3).

Uklad doswiadczen

Badania obeymowaty oceng¢ zdolnosci badanych szczepéw bakterii do wytwarzania
kwasu mlekowego 1 octowego przy zastosowaniu réznych zrodet wegla (glukoza, sacharoza,
D-ksyloza i L-arabinoza) oraz ocen¢ wydajnosci biomasy bakterii hodowanych w podtozu
produkcyjnym w fermentorze laboratoryjnym.

Hodowle badanych szczepow bakterii prowadzono w kolbach (w objetosci 100 cm®)

w czasie 72 h w temperaturze 30°C. Biomase bakteryjna oddzielano od ptynu pohodowlanego
przez wirowanie w wirdwce szybkoobrotowej Jouan (7000 rpm, 10 min, 5°C). pH ptynu
pohodowlanego oznaczano metoda potencjometryczng, a zawarto$¢ izomeréw L i D kwasu
mlekowego oraz zawarto§¢ kwasu octowego za pomocg testOw enzymatycznych firmy
BOEHRINGER MANNHEIM. Liczbg bakterii jako jednostki tworzace kolonie (j.t.k.)
oznaczano metoda ptytkowa na podlozu agarowym MRS. Oznaczenia wykonywano po

uptywie 24 h, 48 h oraz 72 h hodowli dla kazdego zastosowanego cukru.
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Wydajno$¢ biomasy oceniano prowadzac hodowle bakterii w fermentorze
laboratoryjnym BIOSTAT B firmy B. Braun Biotech International o objetosci roboczej 5 dm®
Hodowle prowadzono w temperaturze 35°C w czasie 24 h. Obroty mieszadla utrzymywano
na statym poziomie 200 obr./min. pH w trakcie hodowli wynosito 5,8 1 bylo stabilizowane
poprzez dozowanie 12,5 % roztworu amoniaku. Po zakonczeniu hodowli biomase¢ bakteryjna
odwirowano w wiréwce Sharples (25000 g, 40 minut). Sucha mas¢ biomasy bakterii
oznaczano metodg termograwimetryczng za pomoca wagosuszarki MA45 Sartorius.

Analiza statystyczna

Wyniki przeprowadzonych badan analizowano metodami statystycznymi przy pomocy
oprogramowania STATGRAPHICS Plus for Windows 4.1©Statistical Graphics Corp. W celu
weryfikacji hipotezy statystycznej o rdwnosci S$rednich obiektowych przeprowadzono
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji. Szczegdtowego pordéwnania $rednich i wyodrebnienia
grup jednorodnych dokonano, stosujac test poréwnan wielokrotnych - test Tukey’a.
W analizie statystycznej ustalono poziom istotnosci « = 0,05. Doswiadczenia wykonywano

w trzech powtorzeniach.

WYNIKI I DYSKUSJA
Badanie dynamiki syntezy kwasow organicznych przez bakterie hodowane w podlozu
zawierajacym rozne zrodla wegla

Prowadzona w ciggu 72 h hodowla bakterii badanych szczepoéw z wykorzystaniem
roznych zrodet wegla pozwolita na oceng ilosci produkowanego kwasu mlekowego ogotem,
w tym izomeréw L(+) i D(-) oraz kwasu octowego oraz dynamiki zmian pH. Do badan
wybrano cukry: glukoze, sacharoz¢ oraz pentozy (L-arabinoz¢ i D-ksyloze), ktore obok
fruktozy, galaktozy 1 kwasoOw uronowych stanowig znaczg ilo$¢ cukrow prostych
wystepujacych w kiszonkach jako produkty hydrolizy enzymatycznej hemiceluloz roslinnych
[Zielinska, Miecznikowski, 2008].

Na rysunku 1 przedstawiono dynamike zmian ogdlnej zawarto$ci kwasu mlekowego
produkowanego przez badane szczepy bakterii. W tabeli 1 zaprezentowano analizg
statystyczng wynikow dotyczacych wlasciwosci fermentacyjnych badanych szczepow
bakterii. Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej uzyskanych wynikéw
stwierdzono, ze na ilo$¢ syntezowanego kwasu mlekowego przez testowane szczepy bakterii

mial wptyw zastosowany cukier.
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Rysunek. 1. Dynamika zmian ogdlnej zawartoSci kwasu mlekowego syntezowanego przez
szczep a) L. fermentum N KKP 2020, b) L. plantarum S KKP 880 w czasie
hodowli stacjonarnej w zaleznos$ci od zastosowanego zrodia wegla.

Dynamics of general amount of lactic acid synthesized by strains:
a) L fermentum N KKP 2020, b) L. plantarum S KKP 880 during stationary

culture depending on carbon source.

Szczep L. fermentum N KKP 2020 wytwarzal najwigksze ilosci kwasu mlekowego
w dwoch podiozach: z glukoza i sacharoza (§rednio 5,28 1 5,30 g/dm3 po 72 h). Istotnie nizsze
ilosci kwasu mlekowego stwierdzono w podtozu z L-arabinoza (2,89 g/de). Najmniejsza
ilos¢ badanego metabolitu uzyskano w czasie hodowli w podtozu z D-ksylozg (1,40 g/dm3).
Podobnie zawartos¢ formy D(-) kwasu mlekowego byla najwyzsza w podlozu z glukoza

1 sacharoza, a najnizsza w przypadku zastosowania D-ksylozy jako jedynego zrédta wegla
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(rys. 2). Szczep L. plantarum S KKP 880 syntezowal najwyzszg ilo$§¢ kwasu mlekowego
w podiozu z glukoza i sacharoza (Srednio 7,49 oraz 6,86 g/dm® po 72 h) (rys. 1). Istotnie
nizszg zawartoscig metabolitu charakteryzowal si¢ ptyn pohodowlany w wariancie
do$wiadczenia z L-arabinoza i D-ksyloza. Po 72 h uzyskano 4,16 g/dm® kwasu mlekowego
W podtozu z D-ksyloza, czyli o ponad 30 % wigcej anizeli w podlozu z L-arabinoza.

Ogolna ilos¢ kwasu mlekowego wytwarzanego przez szczep L. fermentum N KKP 2020
w podtozach z glukoza i sacharoza byla istotnie nizsza po pierwszych 24 h hodowli
w stosunku do zawartosci po 2 1 3 dobie, kiedy stezenie kwasu mlekowego nie roéznito si¢
W sposob istotny (rys. 1). W przypadku szczepu L. plantarum S KKP 880 ilos¢
syntetyzowanego kwasu mlekowego w czterech podiozach z réznym zréodlem wegla roznita
si¢ pomiedzy 1 a 2 dobg oraz pomigdzy 2 i 3, a zatem proces fermentacji mlekowej przebiegat

nadal intensywnie po 48 h hodowli.

100

75 1+

50 1

25 1+ .
iInN

M izomer D szczep Lactobacillus plantarum S KKP 880
W izomer L szczep Lactobacillus plantarum S KKP 880
O izomer D szczep Lactobacillus fermentum N KKP 2020
B izomer L szczep Lactobacillus fermentum N KKP 2020

mlekowego

% zawartos¢
izomerow kwasu

o

Rysunek 2. Wptyw zrédta wegla na zawarto§¢ kwasu L(+) i D(-) mlekowego w ptynie
pohodowlanym po 72 h hodowli stacjonarnej szczepéw L. fermentum N KKP
2020 oraz L. plantarum S KKP 880.
Impact of carbon source on content of L(+) and D lactic acid in supernatant
after 72 h culture of strains L. fermentum N KKP 2020 and L. plantarum S KKP
880.
Zastosowane zrodlo wegla w podlozu nie mialo istotnego wptywu na ilo$¢ wytwarzanego

przez szczep L. fermentum N KKP 2020 kwasu L(+) mlekowego, ktora wahata si¢
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w przedziale od 0,58 do 1,14 g/dm® po 72 h hodowli (rysunek 2). Ilo$é syntezowanego
izomeru L(+) stanowita zaledwie od 16,56 % do 34,19 % catkowitej ilo§ci wytworzonego
kwasu mlekowego z wyjatkiem podtoza z D-ksyloza (70,91 % formy L) (rys. 2). Zastosowane
zrodta wegla miato wplyw na ilo$¢ syntezowanego izomeru L kwasu mlekowego przez
szczep L. plantarum S KKP 880. W hodowli w podtozach z heksozami zaobserwowano
przewage formy D kwasu mlekowego nad formg L, podobnie jak w przypadku szczepu L.
fermentum N KKP 2020, za§ w hodowli z zastosowaniem L-arabinozy oraz D-ksylozy
uzyskano mieszanine izomeréw kwasu mlekowego zblizong do racemicznej, zawierajacg
odpowiednio 54,95 % oraz 47,94 % kwasu L(+)-mlekowego.

Poréwnanie ogolnej ilosci wytworzonego kwasu mlekowego po 72 h hodowli
stacjonarnej przez szczepy L. fermentum N KKP 2020 oraz L. plantarum S KKP 880

w zalezno$ci od zastosowanego zrodta wegla zaprezentowano na rysunku 3.
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Rysunek 3. Poréwnanie ogolnej ilosci wytworzonego kwasu mlekowego po 72 h hodowli
stacjonarnej przez szczepy L. fermentum N KKP 2020 oraz L. plantarum S KKP
880 w zaleznosci od zastosowanego zrodia wegla.
Comparison of general amount of lactic acid produced by strains L. fermentum
N KKP 2020 and L. plantarum S KKP 880 after 72 h stationary culture
depending on carbon source.
Niezaleznie od zrodta wegla (za wyjatkiem L-arabinozy) szczep L. plantarum S KKP 880
syntezowat istotnie wyzsze ilo§ci kwasu mlekowego, w tym ilo$¢ izomeru D(-) w poréwnaniu
do szczepu L. fermentum N KKP 2020. Szczep L. plantarum S KKP 880 niezaleznie od

zastosowanego cukru odznaczyt si¢ takze wyzszg ilosScig syntezowanej formy L(+) kwasu
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mlekowego. Oba szczepy wykazywaly bardziej intensywny przebieg fermentacji mlekowej
w podlozu z glukoza i sacharoza, nie mniej jednak zalozone do§wiadczenie potwierdzito ich
zdolno$¢ do wykorzystywania pentoz, takich jak L-arabinoza oraz D-ksyloza, do syntezy

kwasu mlekowego.

Tabela 1. Analiza statystyczna dotyczaca wlasciwoséci fermentacyjnych szczepow
L. fermentum N KKP 2020 oraz L. plantarum S KKP 880 (test poréwnan
wielokrotnych - test Tukey’a), * za korzystniejszy wynik przyjeto wyzsza
zawarto$¢ kwasow.

Statistical analysis concerning fermentative abilities of bacterial strains
L. fermentum N KKP 2020 and L. plantarum S KKP 880 (repeated measurements

test - Tukey test), *as favorable results were considered higher amounts of organic

acids.
Cukier najmniejsza *Szczep 0 i_stotnie
Badana cecha zastosowgny p-value i5tofna t6orica korzys_tme;sgych
w podtozu wlasciwosciach
glukoza 0,0031 0,96 L. plantarum S KKP 880
kwas mlekowy sacharoza 0,0008 0,48 L. plantarum S KKP 880
ogotem L-arabinoza 0,6958 0,66 brak istotnej roznicy
D-ksyloza 0,0016 1,23 L. plantarum S KKP 880
glukoza 0,0094 0,90 L. plantarum S KKP 880
kwas mlekowy sacharoza 0,0023 0,39 L. plantarum S KKP 880
izomer L L-arabinoza | 0,0039 0,25 L. plantarum S KKP 880
D-ksyloza 0,0017 0,52 L. plantarum S KKP 880
glukoza 0,0155 0,46 L. plantarum S KKP 880
kwas mlekowy sacharoza 0,0155 0,41 L. plantarum S KKP 880
izomer D L-arabinoza | 0,0909 0,81 brak istotnej roznicy
D-ksyloza 0,0027 0,80 L. plantarum S KKP 880
glukoza 0,0005 0,17 L. fermentum N KKP 2020
sacharoza 0,8339 0,41 brak istotnej réznicy
kwas octowy - ; . .
L-arabinoza 0,1554 0,49 brak istotnej réznicy
D-ksyloza 0,0017 0,58 L. plantarum S KKP 880

Szczepy bakterii fermentacji mlekowej o silnych witasciwos$ciach antybakteryjnych sa
zdolne do wytwarzania wickszych ilosci kwasu mlekowego anizeli szczepy o duzej

aktywnos$ci przeciwgrzybicznej. Mozna zatem przypuszczaé, iz efekt hamowania wzrostu
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plesni przez szczepy bakterii fermentacji mlekowej nie dotyczy wyltacznie samego kwasu
mlekowego. Wlasciwosci fungistatyczne wykazuje takze kwas octowy, ktéry stanowi
uboczny produkt heterofermentacji mlekowej prowadzonej przez komorki bakteryjne
[Magnusson i Schniirer 2005]. Ocena ilosci syntezowanego kwasu octowego przez wybrane
szczepy z rodzaju Lactobacillus wykazata, ze na ilo§¢ wytwarzanego metabolitu wptywaja
zardwno czas hodowli jak i zastosowany cukier. Na rysunku 4 przedstawiono ogo6lng ilo$¢
kwasu octowego wytworzonego po 72 h przez badane szczepy.

Szczep L. fermentum N KKP 2020 syntezowal porownywalne ilosci kwasu octowego
w podiozu z glukoza, sacharoza oraz D-ksyloza (odpowiednio 3,48; 3,56 oraz 3,54 g/dm® po
72 h). Istotnie najwicksza ilo$¢ kwasu octowego oznaczono w ptynie pohodowlanym
w wariancie do$wiadczenia z L-arabinoza (4,68 g/dm® po 72 h hodowli). Szczep
L. plantarum S KKP 880 syntezowat najwyzsza ilo$¢ kwasu octowego w wyniku fermentacji
D-ksylozy (5,09 g/dm® po 72 h), mniejsza istotnie jego zawarto$¢ obserwowano w plynie
pohodowlanym
z sacharozg (3,52 g/dm3 po 72 h), a najmniejszg w podtozu z glukoza (2,86 g/dm3).

Poréwnujac Srednie stezenie kwasu octowego w kolejnych dobach hodowli stwierdzono,
ze szczep L. fermentum N KKP 2020 odznaczat si¢ istotnie wyzsza jego produktywnoOscia
w porownaniu do szczepu L. plantarum S KKP 880 w podtozu z glukoza. Odwrotng sytuacje
zaobserwowano w podtozu z D-ksyloza. Ilo$¢ produkowanego kwasu octowego w podiozu
z sacharozg 1 L-arabinozg byla statystycznie porownywalna w odniesieniu do obu badanych
szczepOw bakterii z rodzaju Lactobacillus (rys. 4).

Oba badane szczepy charakteryzowaty si¢ zadawalajaca produktywnos$cig badanych
metabolitow i syntezowaty od 0,14 do 0,53 % (L. fermentum N KKP 2020) oraz od 0,28 do
0,75 % (L. plantarum S KKP 880) kwasu mlekowego. Wyniki doswiadczenia in vitro
predysponuja te szczepy do ich wprowadzenia do badan na materiale roslinnym, a wysoka
synteza kwasu octowego (od 0,28 % do 0,51 % przez szczep L. plantarum S KKP 880)
w podtozu hodowlanym moze przetozy¢ si¢ na dobre wiasciwosci konserwujgce kiszonych
pasz 1 mozliwo$¢ zabezpieczenia kiszonki przed rozwojem plesni, jako Ze za minimalne
stezenie kwasu octowego hamujace plesnie z rodzaju Aspergillus uznaje si¢ 0,5%, za$

w odniesieniu do Penicillium roqueforti 0,125 % kwasu octowego [Kluczek, Kojder, 2000].
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Rysunek 4. Wpltyw zrodta wegla na zawarto$¢ kwasu octowego w ptynie pohodowlanym po
72 h hodowli stacjonarnej szczepoéw L. fermentum N KKP 2020 oraz
L. plantarum S KKP 880.
Impact of carbon source on content of acetic acid in supernatant after 72 h
culture of strains L. fermentum N KKP 2020 and L. plantarum S KKP 880.

Zmiany pH podloza w czasie hodowli szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus
w podlozach zawierajacych rozne zrodla wegla

Badane szczepy w szybkim czasie opanowuja $Srodowisko, o czym $wiadcza wyniki
zmian pH podloza w czasie prowadzonej hodowli (rysunek 5). Po pierwszych 24 h hodowli
szczepu L. fermentum N KKP 2020 pH pozywki spadto z poziomu 6,4 do wartosci 4,09
w przypadku podloza z D-ksylozg i do wartosci 3,29 w przypadku podtoza z sacharoza.
Zaobserwowano, ze pH podtoza stabilizowato si¢ juz po 48 h hodowli szczepu L. fermentum
N KKP 2020 i nie podlegalo istotnym zmianom w ostatniej dobie do§wiadczenia. pH podloza
w czasie hodowli szczepu L. plantarum S KKP 880 systematycznie spadato na podlozu
z sacharoza oraz D-ksylozg az do 3 doby hodowli. W odniesieniu do obu szczepow
najintensywniejszy spadek pH nastgpowal w podtozu z glukozg i sacharoza, co ma S$cisty

zwigzek z ilodcig syntezowanych kwasow organicznych w tych podtozach przez komorki
bakterii.
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Rysunek 5. Zmiany pH podtoza w czasie 72 h hodowli szczepu L. fermentum N KKP 2020
i L. plantarum S KKP 880 w zalezno$ci od zastosowanego zrodta wegla.
Changes of medium pH during 72 h stationary culture of strains L. fermentum N
KKP 2020 and L. plantarum S KKP 880 depending on carbon source.
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Ocena plonu biomasy badanych szczepéw bakterii z rodzaju Lactobacillus hodowanych
w fermentorze laboratoryjnym

Wazng cechg okreslajaca przydatno$¢ danego szczepu bakterii do produkcji w skali
technicznej jest uzyskiwany plon biomasy bakteryjnej. W prowadzonej hodowli
w fermentorze laboratoryjnym nieznacznie wyzsza wydajnosScig biomasy bakteryjnej
charakteryzowat sie szczep L. plantarum S KKP 880 (9,60 g/dm®) w poréwnaniu do szczepu
L. fermentum N KKP 2020 (9,34 g/dm®), biomasa szczepdw nieznacznie réznita sie
poziomem suchej masy, ktéry wynidst odpowiednio 27,17% oraz 28,06%. Szczep
L. fermentum N KKP 2020 cechowat si¢ nieznacznie wyzszg liczbg bakterii w przeliczeniu na
gram biomasy bakteryjnej, ktora wynosita 1,08 x 10" j.tk./g, w porownaniu ze szczepem
L. plantarum S KKP 880 (4,20 x 10" j.tk./g). Wyniki do$wiadczenia zaprezentowano

w tabeli 2.

Tabela 2. Plon biomasy po 24-godzinnej hodowli w fermentorze laboratoryjnym szczepow
bakterii L. fermentum N KKP 2020 oraz L. plantarum S KKP 880.
Bacterial biomass yield during cultivation in laboratory reactor for strains
L. fermentum N KKP 2020 and L. plantarum S KKP 880.

Szcze Plon biomasy Sucha masa Liczba bakterii
P [9/dm? podtoza] [%] [j.t k./g biomasy]

Lactobacillus

fermentum 9,34 28,06 1,08 x 10"
N KKP 2020
Lactobacillus

plantarum 9,60 27,17 4,20 x 101

S KKP 880

Uzyskane wyniki doswiadczen pozwalaja stwierdzi¢, ze badane szczepy Lactobacillus
fermentum N KKP 2020 oraz Lactobacillus plantarum S KKP 880 cechujg si¢ plonem
biomasy na poziomie poréwnywalnym ze szczepami przemyslowymi stosowanymi
w produkcji preparatow bakteryjnych prowadzonej w Instytucie Biotechnologii Przemyshu
Rolno-Spozywczego, ktory wynosi $rednio 10,0 g/dm3 podtoza (na podstawie danych

zawartych w raportach z produkcji preparatow).
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WNIOSKI

W podlozu zawierajacym glukoze 1 sacharoze jako jedyne zrédlo wegla szczepy
Lactobacillus fermentum N KKP 2020 i Lactobacillus plantarum S KKP 880
charakteryzuja si¢ synteza kwasu mlekowego na poziomie 5,28 — 7,49 g/dm?® oraz kwasu
octowego na poziomie okoto 3,5 g/dm®

Badane szczepy bakterii charakteryzuja si¢ zdolno$cig do fermentacji D-ksylozy oraz
L-arabinozy.

Plon biomasy szczepoéw bakterii L. fermentum N KKP 2020 oraz L. plantarum S KKP
880 wyrazony w g/dm® podioza produkcyjnego jest poréwnywalny z plonem biomasy
szczepoéw przemystowych z rodzaju Lactobacillus stosowanych w produkcji preparatow
bakteryjnych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan dotyczacych oceny wybranych cech
stwierdzono, ze charakteryzowane szczepy moga by¢ wykorzystane w produkcji

preparatow bakteryjnych o dziataniu antymikotoksynowych.
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