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Streszczenie

Metoda impedymetryczng oceniono wzrost wybranych pieciu szczepow bakterii
fermentacji mlekowej (Lactobacillus buchnerii KKP 907, L. fermentum N KKP 2020,
L. plantarum C KKP 788 p, L. plantarum K KKP 593 p i L. plantarum S KKP 880)
w podtozach bez dodatku i z dodatkiem ochratoksyny A w stezeniu 12,7 oraz 50,75 ppb.
Obecnos¢ ochratoksyny A w podlozu powodowata znaczne obnizenie rozwoju badanych
szczepow W stosunku do ich hodowli w $rodowisku nieskazonym ta toksyna. Udowodniono,
ze najbardziej intensywnym wzrostem oraz aktywno$cig metaboliczng, mierzong zmianami
impedancji podtoza hodowlanego, odznaczat si¢ szczep Lactobacillus plantarum K KKP 593
p, za$ najstabszym Lactobacillus buchneri KKP 907. Najmniej wrazliwy na obecnos¢
ochratoksyny A w podiozu hodowlanym w st¢zeniu do 50,75 ppb okazal si¢ szczep
Lactobacillus buchneri KKP 907.

Stowa kluczowe: Lactobacillus, ochratoksyna A, metoda impedymetryczna

EVALUATION OF SELECTED LACTIC ACID BACTERIA STRAINS GROWTH
IN THE PRESENCE OF OCHRATOXIN A
Summary
There was evaluated the growth of five lactic acid bacteria strains (Lactobacillus
buchnerii KKP 907, L. fermentum N KKP 2020, L. plantarum C KKP 788 p, L. plantarum K
KKP 593 p and L. plantarum S KKP 880) using impedimetric method in media free from
ochratoxin A and in media containing ochratoxin A in concentration 12,7 and 50.75 ppb.
Presence of ochratoxin A in culture medium resulted in lowering growth of examined strains
in comparison with the culture in uncontaminated with OTA medium. There was proved that
Lactobacillus plantarum K KKP 593 p characterized the most intensive growth and metabolic

activity, while Lactobacillus buchneri KKP 907 characterized the less intensive growth.
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Lactobacillus buchneri KKP 907 was the less sensitive to ochratoxin A presence in medium in
concentration up to 50.75 ppb.

Key words: Lactobacillus, ochratoxin A, impedimetric method

WSTEP

Sposréd wielu drobnoustrojow wykazujacych zdolno$¢ do degradacji mikotoksyn —
drugorzedowych metabolitow grzybow strzepkowych — szczegdlne zainteresowanie budza
bakterie fermentacji mlekowej, migdzy innymi ze wzgledu na ich wilasciwosci prozdrowotne
dla zwierzat i ludzi [Lavermicocca i in. 2000] oraz bardzo dtugg tradycj¢ stosowania przez
ludzi w produkcji zywnos$ci fermentowanej. Doniesienia naukowe ostatnich lat wskazuja na
wystepowanie wsrod typowych bakterii fermentacji mlekowej szczepdéw o zréznicowanych
zdolno$ciach biodegradacji poszczegdlnych mikotoksyn. Niektore szczepy bakterii
fermentacji mlekowej hamujg rownoczes$nie wzrost plesni oraz tworzenie przez nie
mikotoksyn [Piotrowska i Zakowska 2000, 2005, Fuchs i in. 2008]. Badania dotyczace
biodegradacji mikotoksyn na drodze mikrobiologicznej prowadzone sg od co najmniej 30 lat,
jednak metoda ta nie jest wykorzystywana powszechnie do detoksykacji pasz i produktéw
spozywczych [Hult i in. 1976, Schatzmayr i in. 2004].

Szczepy bakterii fermentacji mlekowej, wchodzace w sktad preparatow opracowanych
w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego, odznaczaja si¢ szczegdlnymi
zdolno$ciami zaré6wno do hamowania rozwoju plesni, jak i do obnizania poziomu
ochratoksyny A obecnej w s$rodowisku [Suterska i in. 2009a, b]. W wyniku badan
modelowych wybrano szczepy bakterii z gatunkow: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
fermentum i Lactobacillus buchneri zdolne do obnizania zawarto$ci ochratoksyny A w
srodowisku do 50% jej poczatkowej ilosci. Kulturg starterowa sktadajaca si¢ z tych szczepow
przeznaczono do badan produkcyjnych dotyczacych poprawy jakosci i1 czystosci
mikrobiologicznej kiszonek z runi tgkowej, produkowanych w gospodarstwach
ekologicznych. Na podstawie wynikow tych doswiadczen Stwierdzono obnizenie zawartosci
ochratoksyny A o 70% w procesie kiszenia runi lgkowej z dodatkiem badanych kultur
starterowych bakterii fermentacji mlekowej w stosunku do jej poczatkowej zawartoSci
w materiale roslinnym [Suterska i in. 2009a].

Obecnie w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego prowadzone sg
prace nad skomponowaniem sktadu kultury starterowej przeznaczonej do kiszenia takze
innych, poza runig takowa, surowcoéw roslinnych. Wazne zagadnienie badawcze, ktore wiaze

si¢ z zastosowaniem preparatow bakteryjnych do zwalczania plesni i ochratoksyny A
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w paszach, to wrazliwos¢ szczepoéw bakterii wchodzacych w sktad preparatow na poczatkowa
zawarto$¢ ochratoksyny A (OTA) w srodowisku oraz okreslenie zmian jej zawartosci w czasie
dziatania preparatu bakteryjnego.
Piotrowska i Zakowska (2005) oceniaty wzrost trzech szczepow z rodzaju Lactobacillus
(L. acidophilus CH-5, L. rhamnosus GG i L. plantarum) metoda posiewoéw na podtozu MRS
zawierajacym 1000 ppb OTA w czasie 40 h inkubacji. Liczba j.t.k/cm® badanych szczepow
bakterii byta od 2 do 3 razy wigksza na podlozu nieskazonym OTA w stosunku do podtoza
zanieczyszczonego. Toksyczny efekt dziatania ochratoksyny A na wzrost oraz metabolizm
komorek bakterii zaobserwowali badacze oceniajacy zdolnos¢ szczepdéw bakterii fermentacji
mlekowej do eliminacji OTA w zakresie stezeh od 5 do 500 pg/em® choé w tych
doswiadczeniach na badang ceche wplywata obecnos¢ toksyny dopiero w stezeniu 50 pg/cmS.
W zakresie st¢zen toksyny od 50 do 500 ug/cm3 obserwowano jednoczesnie liniowa
zaleznos$¢ pomiedzy badang cecha a stezeniem toksyny [Fuchs i in. 2008].
Celem niniejszej pracy byta ocena metoda impedymetryczng wzrostu i wrazliwosci na
obecnos$¢ ochratoksyny A pigciu szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej, charakteryzujacych
si¢ zdolno$cia do obnizania poziomu badanej mikotoksyny w $rodowisku hodowlanym

[Kapturowska i in. 2010].

MATERIAL I METODY BADAN
Szczepy bakterii fermentacji mlekowej
Badania prowadzono z udzialem szczepdéw bakterii nalezacych do Kolekcji Kultur
Drobnoustrojow Przemystowych IBPRS: Lactobacillus buchneri KKP 907 p, L. fermentum
N KKP 2020 p, L. plantarum K KKP 593 p, L. plantarum C KKP 788 p, L. 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 miesny
(10), ekstrakt drozdzowy (5), glukoza (20), Tween 80 (1), cytrynian amonu (2), octan
sodu (5), siarczan (VI) magnezu (0,1), siarczan (VI) manganu (0,05), fosforan (V)
potasu (2); koncowe pH 6,5,

— podiloze LM firmy Biomerieux (do badan impedancji) o zawartosci w g/1000 cm®;
glukoza (4), pepton (10), hydrolizat kazeiny (5), mleko w proszku (10), ekstrakt drozdzy
(7,5); koncowe pH 6,5.

40



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2013 t. 68 nr 1

Metoda impedymetryczna oceny wzrostu bakterii

Wzrost testowanych szczepdw bakterii badano metoda impedymetryczng przy uzyciu
Mikrobiologicznego Systemu Monitorujacego Bactometer firmy Biomerieux. System
Bactometer umozliwia badanie wzrostu mikroorganizmoéw oraz ich aktywnos$ci metabolicznej
bezposrednio poprzez oceng zmian elektrycznych wlasciwosci podtoza hodowlanego
spowodowanych ~ wzrostem  mikroorganizméw. Kompleksowe sktadniki  podtozy
(np. weglowodany i biatka) elektrycznie obojetne lub stabo zjonizowane sg przetwarzane
w wyniku metabolizmu mikroorganizméw do mniejszych natadowanych czastek, takich jak
aminokwasy, mleczany, octany, kwasne weglany. Efektem metabolizmu mikroorganizmow
jest zwigkszenie stgzenia jonéw 1 obnizenie impedancji (catkowity opdr w $rodowisku
przewodzacym prad elektryczny), a podwyzszenie konduktancji (sity jonowej $rodowiska)
i kapacytancji (akumulacji tadunkoéw elektrycznych wokoét elektrod) [Hadley i Yajko 1985,
Gracias i McKillip 2004]. Metoda impedymetryczna pozwala na detekcje mikroorganizméow
bezposrednio przez metabolity syntetyzowane zewnatrzkomérkowo lub posrednio przez
uwalniany dwutlenek wegla. Metoda impedymetrycznej oceny wzrostu bakterii fermentacji
mlekowej zostala uznana za porownywalnie doktadng w odniesieniu do metody posiewow,
a ponadto wskazuje si¢ na jej zalety, takie jak szybkos¢ pomiaru i automatyzacja uktadu
do$wiadczalnego [Priego 1 in. 2011].

Mikrobiologiczny system Monitorujacy Bactometer jest systemem modularnym,
ztozonym z 1-4 jednostek procesowych BPU (Bactometer Processing Unit), przystosowanym
do inkubacji probek 1 automatycznych odczytow badanej wielkosci w kazdej probce
w odstgpach 6-minutowych. Wykonanie pomiarow impedancji w czasie wzrostu
mikroorganizmow w okreslonym podlozu pozwala na wykreslenie krzywych wzrostu

[Bactometer. Instrukcja producenta].

Uklad doswiadczen

Poniewaz badane szczepy wchodzg w sktad preparatow antymikotoksynowch do kiszenia
runi tgkowej, ich wrazliwos$¢ na OTA zostata oceniona przy dwoch stezeniach 12 i 50 ppb na
podstawie wynikow badan dotyczacych skazenia runi takowej ochratoksyng A [Stecka i in.
2008].

Przygotowano trzy podloza hodowlane LM, do ktéorych wprowadzono wzorce
ochratoksyny A w ilosciach: 62,5 ul (stezenie OTA obliczone na 12,7 ppb) oraz 250 ul wzorca
ochratoksyny A (stezenie OTA obliczone na 50,75 ppb), trzecie podloze — bez dodatku
ochratoksyny A stanowito probe kontrolng. Do poszczegdlnych komoér hodowlanych aparatu
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wlano po 1,8 cm?® kazdego z przygotowanych podtozy, ktére zaszezepiono 0,2 cm® zawiesiny
danego szczepu bakterii o mianie 10° j.t.k./cm®, pochodzacej z hodowli inokulacyjnej
prowadzonej w podtozu MRS w temperaturze 30°C przez 24 h. Hodowle w podlozu LM
prowadzono w temperaturze 30°C przez 72 h, rejestrujac zmiany impedancji podloza za

pomoca Mikrobiologicznego Systemu Monitorujacego Bactometer.

WYNIKI | DYSKUSJA

Pomiar zmian przewodnosci elektrycznej (impedancji) podtoza pozwolil na uzyskanie
krzywych wzrostu badanych szczepow bakterii wyrazonych procentem zmian impedancji
podtoza LM zawierajacego 12,7 i 50,75 ppb ochratoksyny A oraz podtoza kontrolnego, ktore
nie zawieralo dodatku OTA. Krzywe wzrostu wybranych szczepéw bakterii fermentacji

mlekowej prezentujg rysunki 1, 2, 3, 4, 5.
W czasie hodowli szczepu Lactobacillus buchneri KKP 907 faza logarytmicznego
wzrostu zakonczyla si¢ w 48 h hodowli, osiagajac w przypadku proby kontrolnej 95%,
w podlozu z dodatkiem nizszego stezenia OTA 72%, a w podtozu z dodatkiem wyzszego

stezenia OTA 50% zmian impedancji (rysunek 1).
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Rysunek 1. Krzywe wzrostu szczepu Lactobacillus buchneri KKP 907 przy roznych
stezeniach ochratoksyny A (kolorem czerwonym oznaczono krzywa wzrostu dla
proby kontrolnej, niebieskim podloze zawierajace 12,7 ppb OTA, za$ zielonym
podioze zawierajace 50,75 ppb OTA)

Growth curves of Lactobacillus buchneri KKP 907 growth, depending on content
of ochratoxin A (red color stands for control growth curve, blue color stands for

medium with 12.7 ppb OTA and green color for medium with 50.75 ppb OTA)
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Rysunek 2. Krzywe wzrostu szczepu Lactobacillus fermentum N KKP 2020 p przy réznych

stezeniach ochratoksyny A (kolorem czerwonym oznaczono krzywa wzrostu dla
proby kontrolnej, niebieskim podtoze zawierajace 12,7 ppb OTA, za$ zielonym
podtoze zawierajace 50,75 ppb OTA)
Growth curves of Lactobacillus fermentum N KKP 2020 p growth, depending on
content of ochratoxin A (red color stands for control growth curve, blue color
stands for medium with 12.7 ppb OTA and green color for medium with 50.75
ppb OTA)

Bakterie szczepu Lactobacillus fermentum N KKP 2020 osiagnety stacjonarng faze
wzrostu w 48 h hodowli, uzyskujac odpowiednio 110% i 87% zmian impedancji w probie
kontrolnej oraz w probie z nizszym stezeniem OTA. W przypadku hodowli tego szczepu
w podtozu z dodatkiem ochratoksyny A w stezeniu 50,75 ppb bakterie osiagnely stacjonarng
fazg wzrostu w 35 h hodowli, uzyskujac 57% zmian impedancji w 48 h hodowli (rysunek 2).
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Rysunek 3. Krzywe wzrostu szczepu Lactobacillus plantarum C KKP 788 p przy r6znych
stezeniach ochratoksyny A (kolorem czerwonym oznaczono krzywa wzrostu dla
proby kontrolnej, niebieskim podtoze zawierajace 12,7 ppb OTA, za$ zielonym
podtoze zawierajace 50,75 ppb OTA)

Growth curves of Lactobacillus plantarum C KKP 788 p growth, depending on
content of ochratoxin A (red color stands for control growth curve, blue color

stands for medium with 12.7 ppb OTA and green color for medium with 50.75
ppb OTA)

Negatywny wptyw obecnosci toksyny w stezeniu do 50,75 ppb na wzrost bakterii
zaobserwowano w hodowli szczepu Lactobacillus plantarum C KKP 788 p. Po 48 h hodowli
uzyskano 100% zmian impedancji w probie kontrolnej, za§ w probach wiasciwych 60%
zmian w probie o nizszym stezeniu OTA i1 zaledwie 50% zmian impedancji dla hodowli

w podtozu o wyzszym stezeniu toksyny (rysunek 3).
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Rysunek 4. Krzywe wzrostu szczepu Lactobacillus plantarum K KKP 593 p przy réznych

stezeniach ochratoksyny A (kolorem czerwonym oznaczono krzywa wzrostu dla
proby kontrolnej, niebieskim podtoze zawierajace 12,7 ppb OTA, za$ zielonym
podtoze zawierajace 50,75 ppb OTA)
Growth curves of Lactobacillus plantarum K KKP 593 p growth, depending on
content of ochratoxin A (red color stands for control growth curve, blue color
stands for medium with 12.7 ppb OTA and green color for medium with 50.75
ppb OTA)

Krzywe wzrostu szczepu Lactobacillus plantarum K KKP 593 p wskazuja, ze bakterie
weszly w faze stacjonarnego wzrostu miedzy 40 h a 48 h hodowli, osiagajac w 48 h hodowli
130% zmian impedancji w probie kontrolnej, 94% w podtozu z dodatkiem 12,70 ppb OTA
oraz 62% w podtozu z dodatkiem 50,75 ppb OTA (rysunek 4).
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Rysunek 5. Krzywe wzrostu szczepu Lactobacillus plantarum S KKP 880 przy réznych

stezeniach ochratoksyny A (kolorem czerwonym oznaczono krzywa wzrostu dla
proby kontrolnej, niebieskim podtoze zawierajace 12,7 ppb OTA, za$ zielonym
podtoze zawierajace 50,75 ppb OTA)

Growth curves of Lactobacillus plantarum S KKP 880 growth, depending on
content of ochratoxin A (red color stands for control growth curve, blue color
stands for medium with 12.7 ppb OTA and green color for medium with 50.75
ppb OTA)

Szczep Lactobacillus plantarum S KKP 880 prezentowat podobny wzrost, cho¢ w 48 h
hodowli po zakonczeniu fazy logarytmicznego wzrostu cechowal si¢ nizszym poziomem
zmian impedancji. W podiozu bez dodatku toksyny badany szczep LAB uzyskal 105%, przy
nizszym stezeniu OTA 78%, a przy wyzszym poziomie OTA 55% zmian impedancji
(rysunek 5).

Analizujagc wykresy prezentujgce wzrost badanych szczepdéw bakterii fermentacji
mlekowej, mozna stwierdzi¢, ze do 10 h nie obserwowano zmian przewodnosci podioza
w hodowli w zadnym z wariantow do$§wiadczenia, co oznacza, ze czas adaptacji do warunkow
srodowiska byt zblizony w odniesieniu do wszystkich pigciu szczepow badanych bakterii
I wynosit $rednio 10 h niezaleznie od sktadu zastosowanego podtoza.

Badane szczepy bakterii wykazywaty zroznicowang zywotnos¢, o czym $wiadczg zmiany
impedancji w podtozach kontrolnych po 48 h. Najwigksza aktywno$cia metaboliczng
I co za tym idzie — najbardziej intensywnym wzrostem odznaczat si¢ szczep Lactobacillus
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plantarum K KKP 593 p (130% zmian impedancji po 48 h w podtozu kontrolnym), za$
najstabszym Lactobacillus buchneri KKP 907 (95% zmian impedancji po 48 h). Jednoczesnie
w warunkach doswiadczenia badane szczepy roznity si¢ wzrostem w podtozu z ochratoksyng
A, co $wiadczy o ich odmiennej reakcji na jej toksyczne oddziatywanie na metabolizm
komorki w czasie fazy wzrostu logarytmicznego.

W celu poréwnania hamujacego wptywu ochratoksyny A na wzrost szczepow bakterii
fermentacji mlekowej obliczono roznice wielko$ci zmian impedancji pomiedzy podiozem
kontrolnym a podtozami wtasciwymi (zawierajgcymi ochratoksyne A) w systemie Bactometer
w odniesieniu do poszczegdlnych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej, co

zaprezentowano w tabeli 1.

Tabela. 1. Roznica zmian impedancji pomiedzy podlozem kontrolnym a podiozem
zawierajagcym ochratoksyng A po 48 h hodowli szczepéw bakterii fermentacji
mlekowej
The differance of impedance between control medium and medium containing

ochratoxin A after 48 h of lactic acid bacteria strains culture

Réznica migdzy zmiang
impedancji w podtozu

% zmiana kontrolnym a podtozem
.. impedancii zawierajagcym OTA [%]
Szczep bakterii dla podioza

kontrolnego Stezenie OTA w podtozu
12,7 ppb 50,75 ppb
Lactobacillus buchneri KKP 907 p 95 23 45
Lactobacillus fermentum N KKP 2020 p 110 23 53
Lactobacillus plantarum C KKP 788 p 100 40 50
Lactobacillus plantarum K KKP 593 p 130 36 68
Lactobacillus plantarum S KKP 880 105 27 50

Bezwzgledne roéznice zmian impedancji pomiedzy podlozem kontrolnym (bez OTA)
a podtozem skazonym ochratoksyng A w stezeniu 12,7 ppb wskazaty, ze najbardziej wrazliwy
na obecnos¢ OTA w podlozu okazat si¢ szczep L. plantarum C KKP 788 p. Z kolei

najwyzszym zahamowaniem aktywnosci metabolicznej, wyrazonej zmianami impedancji
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podtoza, kiedy w poditozu znajdowata si¢ OTA w stezeniu 50,75 ppb, charakteryzowat si¢
szczep Lactobacillus plantarum K KKP 593 p (68% réznicy pomigdzy impedancja podtoza
kontrolnego 1 zawierajgcego OTA). Najmniej wrazliwy na obecnos¢ OTA w stezeniu do 50,75
ppb okazat si¢ szczep Lactobacillus buchneri KKP 907 p (45% rdéznicy pomigdzy impedancija
podtoza kontrolnego i zawierajacego OTA w stezeniu odpowiednio 50,75 ppb).

WNIOSKI

1. Obecnos¢ w podtozu ochratoksyny A w stezeniu do 50,75 ppb powoduje obnizenie
intensywno$ci wzrostu badanych szczepdw, mierzonej zmianami impedancji podloza
hodowlanego, w stosunku do ich hodowli w §rodowisku nieskazonym tg toksyna.

2. Najbardziej intensywnym wzrostem oraz aktywnoscig metaboliczng mierzong zmianami
impedancji podloza hodowlanego w warunkach in vitro odznaczal si¢ szczep
Lactobacillus plantarum K KKP 593 p, za$ najstabszym Lactobacillus buchneri KKP
907.

3. Najmniej wrazliwy na obecno$¢ w podtozu hodowlanym ochratoksyny A w stezeniu

do 50,75 ppb okazat si¢ szczep Lactobacillus buchneri KKP 907 p.
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