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Streszczenie

Celem pracy byla ocena zdolnosci réznych szczepow bakterii fermentacji mlekowej,
wyizolowanych z kiszonych ro$lin, do obnizania poziomu aflatoksyny B; w warunkach
modelowych oraz produkcyjnych.

Badane szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. w warunkach in vitro wykazaty
zdolnos$¢ do obnizania zawarto$ci aflatoksyny B; w pozywce MRS. Poziom eliminacji AFLB;
wynosit 36-61%, przy czym efekt ten byt zalezny od szczepu i czeSciowo odwracalny.
Najwyzszy poziom eliminacji toksyny zaobserwowano w przypadku hodowli szczepow
w temperaturze 20°C.

Kiszenie runi tgkowej z dodatkiem trzech wybranych szczepow bakterii fermentacji
mlekowej przyczynito si¢ do istotnego obnizenia zawartosci aflatoksyny B, w stosunku do jej
zawartosci w kiszonkach wykonanych bez dodatku LAB. Zawarto$¢ toksyny w kiszonkach
z dodatkiem bakterii byta trzykrotnie nizsza niz w kiszonkach kontrolnych. Kiszonki
wykonane z dodatkiem bakterii charakteryzowaty si¢ roOwniez nizsza liczebnoscig grzybow
plesniowych niz kiszonki kontrolne. Dodatek bakterii nie mial natomiast istotnego wptywu na
pozostate parametry kiszonek, takie jak pH i zawartos$¢ kwasow organicznych.

Stowa kluczowe: aflatoksyna B kiszonka, bakterie fermentacji mlekowej
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THE EFFECT OF LACTIC ACID BACTERIA ON REDUCING AFLATOXIN B,
CONTAMINATION OF MEADOW SWARD SILAGES

Summary

The aim of the study was to evaluate the ability of different strains of lactic acid bacteria
from Lactobacillus spp. genera to reduce the level of aflatoxin B; in model and production
conditions.

Lactic acid bacteria strains were isolated from natural environment, from ensilaged
plants. The strains tested in vitro have shown the ability to reduce the level of aflatoxin B; in
MRS medium. AFLB; elimination level was 36-61%, the effect was dependent on the strain
used and partially reversible. The highest level of toxin elimination was observed during the
growth of strains at 20 °C.

Silages from meadow sward from | harvest were prepared in ballots with and without the
addition of mixed starter culture of three selected strains from Lactobacillus plantarum and
Lactobacillus buchneri genus. Ensiling meadow sward with the addition of bacteria has
contributed to a significant reduction of aflatoxin B; in relation to its content in control
silages. The toxin content in silages with the addition of bacteria was three times lower than in
the control silages. In silages prepared with lactic acid bacteria strains the number of moulds
was significantly lower than in control silages. Addition of bacteria did not influent on other
silages parameters like pH and lactic and acetic acid content.

Ensiling of meadow sward with the addition of lactic acid bacteria strains, which have
ability to reduce aflatoxin B; level, constitutes an useful, biological method of feed
decontamination.

Key words: aflatoxin Bs, lactic acid bacteria, silage

WSTEP

Kiszenie jest jedng z najpowszechniejszych metod konserwowania pasz objetosciowych.
Wytwarzany w wyniku tego procesu kwas mlekowy wpltywa na obnizenie pH kiszonek,
przyczyniajac si¢ do zahamowania wzrostu wielu drobnoustrojow i zachowania trwato$ci
kiszonych roé$lin podczas ich przechowywania. Jednak przy nieodpowiednio zachodzacej
fermentacji mlekowej w kiszonce moga rozwijac¢ si¢ bakterie gnilne, drozdze czy grzyby
plesniowe, ktore obnizaja jako$¢ kiszonych pasz poprzez procesy tzw. wtornej fermentacji.
Dochodzi wtedy do utraty cennych skladnikéw paszy oraz pogorszenia jej cech

organoleptycznych. Jednakze wickszym niebezpieczenstwem dla zwierzat skarmianych
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kiszonkami sg metabolity wtorne grzybow plesniowych z rodzajow: Aspergillus, Penicillium,
Fusarium. Wystepowanie grzyboéw toksynotworczych powodujacych straty w uprawach
uzaleznione jest od wielu czynnikéw, w tym od pogody [Lenart, Klimek-Kopyra 2011].
Podwyzszona temperatura 1 duza ilo$¢ opadow w czasie wegetacji roslin sprzyjaja ich
porazeniu przez grzyby plesniowe.

Mikotoksyny sa zwigzkami kancerogennymi, mutagennymi, teratogennymi itp., a do
najbardziej niebezpiecznych zalicza si¢ aflatoksyny [Laciakova i in. 2008]. W mleku krowim
stwierdza si¢ obecnos$¢ aflatoksyny M, ktora jest pochodng aflatoksyny B (efekt carry-over)
[Masoero 1 in. 2007]. Z tego powodu nalezy kontrolowa¢ stan higieniczny kiszonek
podawanych bydtu, pomimo ze zwierzeta poligastryczne uznawane sg za mniej wrazliwe na
dziatanie mikotoksyn z uwagi na zdolno$¢ mikroorganizméw zwacza do neutralizowania
toksyn plesniowych [Laugalis 1 in. 2007].

Od wielu lat prowadzone sa badania nad mozliwo$ciami ograniczenia skazenia zywnosci
i pasz mikotoksynami zar6wno poprzez hamowanie wzrostu grzyboéw plesniowych, jak
I eliminacj¢ toksyn na drodze chemicznej, fizycznej i mikrobiologicznej [Bata, Lasztity 1999;
Denli, Okan 2006]. Najbardziej przydatna do praktycznego zastosowania jest metoda
mikrobiologiczna zwigzana z wykorzystaniem bakterii kwasu mlekowego do poprawy jakosci
1 trwatos$ci kiszonych pasz [Grajewski 1 in. 2007; Kung, Ranjit 2001; Weinberg 1 in. 2002].
Niektorzy badacze twierdza, ze bakterie fermentacji mlekowej syntetyzuja zwigzki, ktore
hamuja dziatanie mikotoksyn. Zwiazki te naleza do polipeptydéw i moga by¢ unieczynniane
pod wplywem aktywnosci enzymow proteolitycznych [Dalie i in. 2010]. Jako mechanizm
usuwania mikotoksyn ze srodowiska przez bakterie mlekowe wymienia si¢ rOwniez wigzanie
toksyn do struktur $cian komérkowych [Bueno 1 in. 2006; Byun, Yoon 2003; Lahtinen 1 in.
2004].

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Dz.U. 2014 poz. 1213) okredla, ze
dopuszczalna maksymalna zawarto$¢ aflatoksyny B; w materiatach paszowych 0 zawarto$ci
wody 12% wynosi 0,02 mg/kg. W przypadku mieszanek paszowych uzupelniajgcych
I pelnoporcjowych podawanych bydlu mlecznemu i cieletom, rozporzadzenie ogranicza
maksymalng zawarto§¢ AFLB; do 0,005 mg/kg.

Skazenie pasz toksynami plesniowymi jest szkodliwe dla zdrowia ludzi i zwierzat,
dlatego tak wazne jest poszukiwanie nowych metod, ktorych celem jest dekontaminacja
zanieczyszczonych produktow. Aby zastosowaé w praktyce bakterie fermentacji mlekowe;j
charakteryzujace si¢ zdolnoscia do usuwania aflatoksyny B; ze srodowiska, konieczne jest

okreslenie warunkéw, w jakich dzialanie poszczegoélnych szczepow, polegajace na obnizaniu
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zawartosci toksyny do bezpiecznego poziomu, jest najbardziej efektywne.

Celem pracy byla ocena zdolno$ci réznych szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej,
wyizolowanych z kiszonych roslin, do obnizania zawartosci aflatoksyny B; w warunkach
modelowych oraz okreslenie skutecznosci synergicznego ich dziatania w procesie

dekontaminacji kiszonych pasz w warunkach produkcyjnych.

MATERIAL I METODY BADAN

Szczepy uzyte do badan pochodzity z Kolekeji Kultur Przemystowych Instytutu
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie 1 zostaly wyizolowane ze
srodowiska naturalnego, z kiszonych roslin. Na podstawie analizy sekwencji podjednostki
16S rRNA szczepy te zostaly zidentyfikowane jako: Lactobacillus plantarum (K),
Lactobacillus plantarum (C), Lactobacillus buchneri (B), Lactobacillus paracasei (P),
Lactobacillus fermentum (F), Lactobacillus rhamnosus (R), Lactobacillus brevis (D).

W celu zbadania zdolnosci wyzej wymienionych szczepdéw do usuwania aflatoksyny B
w warunkach modelowych wykonano nast¢pujace doswiadczenie. Ptynng pozywke MRS
zaszczepiono 24-godzinng kulturg pojedynczych szczepow, uzyskujac poczatkows
koncentracj¢ bakterii rzedu 10° j‘[k-ml'l (co okreslono poprzez pomiar gesto$ci optycznej
zawiesiny komorek). Do pozywki dodano wzorzec aflatoksyny Bi (Biopure), uzyskujac
stezenie 50 ng-ml'l. Bakterie inkubowano przez 4 doby w temperaturze 30°C. Po okreslonym
czasie komorki bakterii odwirowano (15 min, 10 000 rpm), a w podtozu oznaczono zawartos¢
mikotoksyny immunoenzymatyczng metoda Elisa (testy firmy r-Biopharm, czytnik Stat Fax
firmy Awarness). Zbadano tez zdolno$¢ szczepoéw do obnizania poziomu AFLB; w zaleznosci
od temperatury hodowli. Bakterie hodowano przez 24 godz. w pozywce MRS w obecnosci
aflatoksyny B; (50 ng-ml™) w temperaturze: 20, 25, 30 i 35°C (poczatkowa liczba bakterii
wynosita 10 jtk-ml™).

Wszystkie proby powtorzono co najmniej trzy razy.

[lo§¢ toksyny w podtozu pohodowlanym porownywano z iloscig AFLB; w probach
kontrolnych (inkubowanych bez bakterii). Poziom eliminacji aflatoksyny B; obliczono

wedtug wzoru:

poziom eliminacji AFLB; = [(stezenie AFLB; w probie kontrolnej — stezenie AFLB; w probie
badanej)/stezenie AFLB; w probie kontrolnej]*100%

W celu okreslenia skuteczno$ci synergicznego dziatania wybranych szczepéw LAB (ang.

Lactic Acid Bacteria) w warunkach produkcyjnych w Instytucie Technologicznym
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w Falentach zostaly wykonane w balotach kiszonki z podsuszonej, ekologicznej runi lgkowej
z pierwszego pokosu. W czasie balotowania na rosliny zostal rozpylony roztwor wodny
preparatu zawierajacy wybrane szczepy bakterii. Preparat (rozpuszczalny w wodzie granulat
wyprodukowany metodg suszenia fluidyzacyjnego) zawierat bakterie w ilo$ci nie mniej niz
10° gtk - g'l. Preparat zostal wykonany opatentowang metodg opracowang w Instytucie
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie, a szczepy w nim zawarte byly
zmieszane w stosunku 1:1:1. Rozpylono takg ilo§¢ preparatu, aby uzyska¢ koncentracje
bakterii ok. 10° jtk- g™ kiszonki. Wykonano réwniez kiszonki kontrolne bez dodatku bakterii.
Po 12 tygodniach kiszenia ze $rodka balotow oraz z warstwy zewnetrznej kiszonek zostaty
pobrane proby materiatu w celu dokonania oceny jakosciowej kiszonek.

Wartos¢ pH kiszonek oznaczono metoda potencjometryczng (pH-metr SevenEasy,
Mettler Toledo), zawarto$¢ kwaséw organicznych metoda enzymatyczng (testy firmy
R-BIOPHARM), liczebno$¢ grzyboéw plesniowych zgodnie z PN-1SO 21527-1:2009. Lacznie
przeanalizowano kiszonki z 30 balotow (15 balotéw z kiszonka kontrolng i 15 balotéw
z kiszonka wykonang z udzialem preparatu bakteryjnego). Z kazdego balotu pobrano

minimum dwie proby ze srodka i dwie proby z powierzchni (z réznych miejsc).

Metody analizy statystycznej

Poréwnania $rednich warto$ci pH, zawarto$ci kwasdéw organicznych 1 liczebnos$ci
grzybow plesniowych w kiszonkach dokonano testem t-Studenta, przy poziomie istotno$ci
a=0,05 (Statistica 8).

W celu zbadania wptywu efektu temperatury hodowli na poziom eliminacji ochratoksyny
A z podloza (warunki modelowe) oraz wplywu dodatku bakterii na skazenie kiszonek
ochratoksyng wykonano czynnikowg analize wariancji. W przypadku stwierdzenia istotno$ci
efektow wykonano analizy post hoc w celu szczegdtowego poréwnania Srednich warto$ci

poziomodw eliminacji OTA. Dla wszystkich analiz przyjeto poziom istotnosci 0,05.

WYNIKI | DYSKUSJA
Poziomy eliminacji aflatoksyny B; z podloza w warunkach modelowych byty

zroéznicowane i zalezne od szczepu bakterii oraz od czasu ich hodowli (rysunek 1).
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—a— [ b. fermentum F —s—Lb. brevis D

Rysunek 1. Zmiana zawartosci AFLB; w podlozu w czasie hodowli réznych szczepow
bakterii fermentacji mlekowej (temperatura inkubacji 30°C)
AFLB; content change in the medium during incubation of different strains of
lactic acid bacteria (temperature of incubation 30°C)

Najwyzszy poziom eliminacji aflatoksyny B; (61,3%) wykazat szczep Lactobacillus
rhamnosus (R) po trzeciej dobie inkubacji, natomiast Lactobacillus brevis (D) obnizyt
zawarto$¢ toksyny w najmniejszym stopniu (poziom eliminacji 36% po trzeciej dobie
hodowli). Zawartos¢ AFLB; w podlozu spadata do drugiej lub trzeciej doby inkubacji
w zalezno$ci od szczepu (wyjatek stanowit Lactobacillus fermentum (F), w przypadku
ktorego najnizszg zawarto$¢ AFLB; 0znaczono po pierwszej dobie inkubacji). Po trzeciej
dobie inkubacji zawarto§¢ AFLB; w podlozu wzrosta, co moze wskazywa¢ na fizyczny
charakter mechanizmu jej usuwania poprzez wigzanie toksyny do struktur S$ciany
komorkowej. Spostrzezenie, ze wigzanie aflatoksyny B; do struktur §cian komérkowych jest
procesem szybkim i czesciowo odwracalnym, potwierdzaja tez inne doniesienia literaturowe
[El-Nezami i in. 1998 b; Peltonen i in. 2001].

Wykazano réwniez, ze temperatura hodowli w przedziale 25-35°C nie ma istotnego
wplywu na zrdéznicowanie $rednich poziomow eliminacji AFLB; przez wszystkie badane
szczepy. Poziom eliminacji OTA po pierwszej dobie hodowli wynosit 18-30%. Istotnie

wyzszy poziom eliminacji toksyny (p<0,05) zaobserwowano w przypadku inkubacji
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wszystkich badanych szczepéw w temperaturze 20°C, poziom ten miescit si¢ w przedziale

37-40% (rysunek 2).
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Rysunek 2. Poziom eliminacji AFLB; po 24 godzinach hodowli bakterii w zalezno$ci od
temperatury na przykladzie Lactobacillus plantarum K (wartosci S$rednie
i odchylenia standardowe; a, b — grupy jednorodne)
Aflatoxin B; elimination level depending on the temperature of incubation, e.x.
Lactobacillus plantarum K (mean values and standard deviations; a, b —
homogenous groups)

Jak podaja zrédia literaturowe, wiele gatunkow bakterii fermentacji mlekowej jest
zdolnych do usuwania aflatoksyny B; w warunkach modelowych [Shahin 2007; Zinedine i in.
2005]. El-Nezami i in. [1998 a] twierdzg, ze do istotnie znaczgcego obnizenia zawartoSci
aflatoksyny B; potrzeba minimum 10° jtk-ml™ bakterii, a badane przez nich probiotyczne
szczepy bakterii fermentacji mlekowej w najwyzszym stopniu obnizyly zawarto$¢ aflatoksyny
B1 w temp. inkubacji 37°C.

Przedstawione badania wskazujg wiec, ze zdolno$¢ bakterii mlekowych do usuwania
aflatoksyny B; ze srodowiska jest bardzo zroznicowana w zalezno$ci od gatunku, szczepu czy
warunkéw hodowli. W celu wykorzystania zdolno$ci LAB do usuwania aflatoksyny Bj
z kiszonek nalezy dobraé takie szczepy, ktoére w tych warunkach $rodowiskowych beda
wykazywac¢ najwyzszg pozadang aktywnos¢.

Do dalszych badan wybrano dwa szczepy z gatunku Lactobacillus plantarum (K i C) oraz

Lactobacillus buchneri B, w przypadku ktorych efekt ponownego uwalniania aflatoksyny B;

11
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do s$rodowiska byl najmniejszy. Weszty one w sktad mieszanej kultury starterowej
przeznaczonej do zakiszenia runi takowej w skali produkcyjne;j.

W kiszonkach kontrolnych $rednia zawarto$¢ aflatoksyny Bi byla ponad trzykrotnie
wyzsza (9,3 pg-kg'1 $.m.) niz w kiszonkach inokulowanych bakteriami (2,8 pg kg'1 $.m.)
(tabela 1).

Tabelal. Zawartos¢ AFLB; w runi tgkowej i kiszonkach (wartosci $rednie i odchylenia
standardowe)
AFLB; content in meadow sward and silages (mean values and standard deviations)

Aflatoksyna B; (ug-kg™ §.m.)

run tgkowa 1,7+0,5a
kiszonka kontrolna 93+19Db
kiszonka z dodatkiem bakterii 2,8+0,3¢

a, b, ¢ — grupy jednorodne
§.m. — Swieza masa

Spadek zawartosci aflatoksyny B; w kiszonkach nie jest spowodowany jedynie przez
fizyczne wigzanie toksyny przez bakterie mlekowe. Jak podaja zrodia literaturowe, LAB
wytwarzaja wiele substancji o dzialaniu hamujacym wzrost 1 wytwarzanie mikotoksyn przez
grzyby plesniowe. Do zwigzkoéw tych, poza kwasem mlekowym, octowym i propionowym,
naleza tez 2,3-butanodiol, kwas 3-fenylomlekowy, kwas hydrocynamonowy, azelainowy,
3,4-hydroksycykloheksano-1-karboksylowy i inne [Oliveira i in. 2014; Dalie i in. 2010].

Dodatek wybranych szczepdw nie wptynat istotnie na zmiang pH oraz zawarto$¢ kwasow
mlekowego 1 octowego w kiszonkach, ktére, podobnie jak kiszonki kontrolne,
charakteryzowaly si¢ dobrg jakoscia, na co wskazywala rowniez ocena organoleptyczna.
W kiszonkach z dodatkiem bakterii istotnie nizsza byla liczebno$¢ grzybow plesniowych

W poréwnaniu z kiszonkami kontrolnymi (tabela 2).

12
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Tabela 2. Parametry kiszonek z runi tgkowej (wartosci $rednie i odchylenia standardowe)
Parameters of meadow sward silages (mean values and standard deviations)

kwasy organiczne liczebnos¢
(g'kg™ts.m.) grzybow ocena

plesniowych | organoleptycz

mlekowy | octowy | mastowy (|09jﬂ<)' g na

S.1m.

kiszonki pH

struktura roslin
dobrze
zachowana,
barwa zblizona
kontrolne | 5 001 | 334499 |51+051| no. 53444, | 00trawyprzed
zakiszeniem,

zapach typowy
dla kiszonki

struktura roslin
dobrze
zachowana,
barwa zblizona
z do trawy przed
dodatkiem | 4 ¢ 05| 364494 |22+023| no. 25420p | Zakiszeniem,
bakterii zapach
intensywny,
typowy dla
kiszonki

n.0. — nie 0znaczono (ponizej granicy oznaczalnosci metody)
a, b — grupy jednorodne

$.m. — $wieza masa

s.m. — sucha masa

WNIOSKI

Wyizolowane z ro§lin badane szczepy bakterii fermentacji mlekowej z rodzaju
Lactobacillus w warunkach in vitro wykazaty zdolno$¢ do obnizania poziomu aflatoksyny B,
z podloza hodowlanego, przy czym efekt ten byt zalezny od szczepu i cz¢§ciowo odwracalny.
Najwyzszy poziom eliminacji toksyny zaobserwowano w przypadku hodowli badanych
szczepow w temperaturze 20°C.

Kiszenie z dodatkiem wybranych trzech szczepow bakterii przyczynito si¢ do istotnego
zmniejszenia zawarto$ci aflatoksyny B; w stosunku do jej zawartosci w kiszonkach
kontrolnych. Dodatek bakterii istotnie wptyngt takze na obnizenie liczebnosci grzybow
plesniowych w kiszonkach, nie mial natomiast wptywu na pozostale parametry kiszonek (pH,
zawarto$¢ kwasow organicznych).

Wykorzystanie szczepoéw bakterii fermentacji mlekowej, w postaci tzw. dodatkéw

paszowych, w celu poprawienia jakosci i trwatosci kiszonek jest od dawna znane i stosowane
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w praktyce. Poprzez dodatek odpowiednich szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej, ktore

efektywnie usuwaja aflatoksyn¢ B; ze §rodowiska, mozna dodatkowo zabezpieczy¢ kiszone

pasze przed skazeniem tg niebezpieczng toksyna.
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